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resumo 
 
 
O objectivo do presente trabalho foi avaliar a influência da massa molecular da 
goma de alfarroba, nas propriedades gelificantes das proteínas do soro do leite, a 
pH neutro e em condições de baixa força iónica. 
Neste sentido, a primeira fase do trabalho consistiu na realização da hidrólise 
enzimática controlada com β-mananase (2x10-4 U/mL) da goma de alfarroba 
purificada. Foram obtidas fracções de polissacarídeo com valores de massa 
molecular a variar entre 1.68x105 e 19.3x105 Da, sem no entanto alterar o grau de 
ramificação, tal como se comprovou pelos valores das razões Man/Gal constantes. 
As fracções obtidas, com um comportamento típico de polissacarídeos com 
conformação desordenada, apresentaram propriedades físico-químicas e 
reológicas distintas, as quais foram sensíveis à extensão/duração da hidrólise 
enzimática.  
O estudo do efeito da massa molecular da goma de alfarroba na microestrutura e 
propriedades viscoelásticas dos géis de proteínas do soro do leite realizou-se 
recorrendo a ensaios reológicos dinâmicos a baixa deformação, ensaios de 
microscopia confocal de varrimento laser e RMN. Foram estudadas duas 
concentrações proteicas, uma perto da transição sol-gel (11%) e outra 
correspondente a uma estrutura mais elástica e organizada (14% de proteina), para 
quatro fracções de goma de alfarroba com diferentes massas moleculares, cujas 
concentrações variaram entre 0 e 0.7% (m/v). 
Tendo em consideração que o polissacarídeo em análise não possui propriedades 
gelificantes, os resultados obtidos mostraram claramente que diferenças de massa 
molecular de polissacarídeo apresentam uma forte influência na viscoelasticidade e 
microestrutura dos géis. Para os sistemas contendo 11% de proteína concluiu-se 
que a presença do polissacarídeo induz a ocorrência de gelificação e um 
fortalecimento significativo do gel, o que se traduz num aumento de rigidez. No 
entanto, para a fracção de maior massa molecular e para a concentração superior 
de polissacarídeo observa-se uma diminuição de elasticidade e de perfeição da 
rede tridimensional, provavelmente relacionada com a formação de uma rede bi-
contínua de baixa conectividade.  
Assim, este trabalho apresenta possíveis estratégias para o controlo das 
propriedades reológicas e da microestrutura dos géis de proteínas do soro do leite, 
por aplicação de galactomananas estruturalmente modificadas, permitindo um 
melhor controlo e desenvolvimento de novas formulações alimentares. 
 
 
  xi 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
keywords 
 
Whey protein isolate, galactomannans, protein-polysaccharide interactions, 
molecular weight, dynamic rheological properties, microstructure 
 
abstract 
 
The aim of the present work was the study of the influence of galactomannan’s 
molecular weight on the gelation of whey proteins, at neutral pH and low ionic 
strenght. 
 In the first stage of the work, purified locust bean gum was enzymatically 
degraded using an endo-β-mannanase (2x10-4 U/mL). The degraded fractions 
obtained have a wide range of molecular weight, varying between 1.68x105 and 
19.3x105 Da, according to degradation time (0 and 960 minutes, respectively). 
The samples have distinct physicochemical and rheological properties, which 
were sensitive to extent of degradation, and their behaviour were typical of a 
random coil polysaccharide. 
The effect of galactomannans with different molecular weights on the 
microstructure and viscoelastic properties of heat-induced whey protein gels 
has been studied using small-deformation rheology, confocal laser scanning 
microscopy and NMR. Two different protein concentrations have been 
analysed, one close to the sol-gel transition threshold (11%) and the other 
corresponding to a more elastic and well-developed gel (14% protein), for four 
samples of locust bean gum of different molecular weights, at concentrations 
between 0 and 0.7% (w/v). The results obtained clearly showed that differences 
in the molecular weight of the polysaccharide have a significant influence on 
gel viscoelasticity and microstructure. Homogeneous mixtures and phase 
separated systems, with dispersed droplet and bicontinuous morphologies, 
were observed by changing the polysaccharide/protein ratio and/or molecular 
weight. At 11% whey protein, below the gelation threshold of the protein alone, 
the presence of the non-gelling polysaccharide at the highest concentration 
(0.70%) induces gelation to occur. At higher protein concentration, the main 
effect of the polysaccharide was a re-enforcement of the gel. However, at the 
higher molecular weight and concentration of the non-gelling polymer, the 
protein network starts to loose elastic perfection, probably related in a complex 
way with the formation of bi-continuous structures with lower connectivity. 
This study suggested strategies for controlling the rheological behaviour of 
whey proteins in food processing through the addition of galactomannans and 
the possible use of this polysaccharide as a texture modifier for whey protein-
based food and for the development of new products. 
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Prefácio 
 
 
Num mercado cada vez mais competitivo onde a demanda por produtos de elevada 
qualidade e de valor acrescentado é uma realidade, torna-se imperativo valorizar e 
rentabilizar novas fontes de matérias-primas e melhorar os sistemas alimentares já 
existentes. 
A textura desempenha um papel fundamental nas propriedades sensoriais dos produtos 
alimentares, sendo um dos principais critérios utilizados pelo consumidor para avaliar a 
qualidade e “frescura” dos alimentos.  
 
O presente trabalho pretende dar um contributo para alcançar um melhor controlo das 
propriedades estruturais e da estabilidade que resultam da agregação, gelificação e 
separação de fases de biopolímeros em sistemas alimentares, de forma a poder 
contribuir para o melhoramento e desenvolvimento da indústria alimentar. 
 
O objectivo principal do trabalho aqui descrito é aprofundar o conhecimento 
fundamental e prático da interacção entre a goma de alfarroba (GA), um polissacarídeo 
neutro, constituído predominantemente por galactomananas, e as proteínas do soro do 
leite, em particular da influência da massa molecular do polissacarídeo nas propriedades 
gelificantes das proteínas do isolado do soro de leite, a pH neutro e em condições de 
baixa força iónica. 
 
De forma a alcançar o objectivo proposto, utilizaram-se metodologias diversificadas, 
nomeadamente técnicas reológicas, microscópicas e espectroscópicas. 
 
Esta tese está organizada em três capítulos. No primeiro, faz-se uma introdução geral ao 
tema abordado neste trabalho, bem como uma revisão generalizada de assuntos. 
No capítulo seguinte, é descrita a obtenção das fracções da goma de alfarroba com 
diferentes massas moleculares e a respectiva caracterização química-física e reológica 
de cada uma das fracções obtidas por hidrólise enzimática controlada.  
Por fim, o último capítulo concentra-se no estudo das propriedades reológicas, 
estruturais e microestruturais dos géis mistos de proteínas do soro do leite e das fracções 
de GA com diferentes massas moleculares, a pH neutro.
 20 
 



	
	
Introdução Geral e Revisão de Assuntos 
















 

	


 
 
“Os nossos conhecimentos são a reunião do  
raciocínio e experiência de numerosas mentes”	
                                                                                              Ralph Emerson 
 
 
O interesse por produtos alimentares saudáveis, nutritivos e de textura apelativa para o 
consumidor tem crescido mundialmente, desempenhando a indústria de lacticínios um 
papel importante no desenvolvimento de ingredientes proteicos com origem no leite, 
destinados a melhorar as propriedades funcionais de produtos alimentares. 
O uso de proteínas do soro do leite como ingrediente em alimentos funcionais lácteos e não 
lácteos está a aumentar progressivamente. Aliado a este aumento está também a 
necessidade de criar alternativas para a utilização de soro. O soro, um desperdício da 
produção de queijo, é um potente agente de poluição que pode provocar a destruição da 
flora e da fauna devido à sua elevada demanda biológica de oxigénio (Baptista et al., 
1998). O tratamento de efluentes é dispendioso e, sendo o soro rico em diversos nutrientes, 
pode ser empregue directamente ou ter os seus componentes utilizados em várias 
formulações alimentares, nomeadamente em bebidas lácteas, leites fermentados, bebidas 
fortificadas, entre outros produtos. 
Todavia, o desenvolvimento destes e de outros novos ingredientes depende grandemente 
do conhecimento e desenvolvimento, por parte da comunidade científica, da base 
molecular para a interpretação e optimização da funcionalidade proteica. 
 
O presente trabalho pretende dar um contributo para alcançar um melhor conhecimento e 
controlo das propriedades reológicas e estruturais resultantes da agregação, gelificação e 
separação de fases de biopolímeros em sistemas alimentares. Para tal, estudaram-se as 
interacções entre a goma de alfarroba, um polissacarídeo neutro, não gelificante, e as 
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proteínas do soro do leite, analisando-se o efeito da massa molecular deste polissacarídeo 
nas propriedades gelificantes das proteínas do soro do leite, a pH neutro. 
 
 1.1 Propriedades Gelificantes das Proteínas 
 
As proteínas são componentes funcionais e nutricionais importantes em diversos produtos 
alimentares, contribuindo de forma decisiva para a textura e propriedades sensoriais dos 
alimentos. 
Na área alimentar, o termo funcionalidade foi definido, faz já alguns anos, como sendo 
"qualquer propriedade de um alimento ou ingrediente alimentar, excepto as propriedades 
nutricionais, que afecte a sua utilização" (Schmidt, 1981). Assim, a expressão 
“propriedades funcionais de proteínas” relaciona-se com as propriedades físico-químicas 
destas macromoléculas que afectam o seu comportamento em sistemas alimentares durante 
a preparação, processamento, armazenamento e consumo, contribuindo significativamente 
para a qualidade e atributos sensoriais dos sistemas alimentares (Zayas, 1997). 
Resultante da estrutura heterogénea e da interacção com outros componentes alimentares, 
as proteínas exibem um amplo espectro de propriedades funcionais, sendo de salientar, em 
virtude da sua importância a nível industrial, as propriedades espumantes e emulsionantes, 
o poder espessante, a capacidade gelificante e a capacidade para absorver água (Kinsella, 
1989). 
O estudo e conhecimento da funcionalidade das proteínas alimentares é essencial para a 
sua completa compreensão e consequente aplicação efectiva em sistemas alimentares. No 
processamento alimentar, a previsão das propriedades funcionais das proteínas poderá 
melhorar a qualidade do produto, assim como, reduzir o custo de produção. Contudo, estas 
previsões requerem o conhecimento não apenas da estrutura e propriedades físico-químicas 
da molécula, mas também o conhecimento da influência de factores externos, como o pH, 
a força iónica, o tratamento térmico e a adição de outros componentes.  
 
Tendo em consideração que o objectivo principal deste trabalho relaciona-se 
essencialmente com a gelificação das proteínas do soro do leite, a revisão bibliográfica a 
seguir apresentada aborda, em maior detalhe, aspectos relacionados com esta propriedade 
funcional. 
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A capacidade para gelificar é um critério frequentemente utilizado para avaliar a 
aplicabilidade de determinada proteína num sistema alimentar. 
Na indústria alimentar são utilizadas proteínas com diferentes capacidades gelificantes de 
forma a obterem-se produtos com propriedades reológicas, nomeadamente a nível de 
coesividade, dureza e rigidez, propriedades sensoriais e organolépticas distintas. 
O interesse pelo processo de gelificação não se prende somente pelas vantagens inerentes à 
gelificação, uma vez que a capacidade gelificante das proteínas pode afectar outras das 
suas funcionalidades, nomeadamente a capacidade para reter água e lípidos, assim como 
interferir com a estabilidade de emulsões e espumas.  
Desta forma, a capacidade de uma proteína formar um gel e reter quantidades significativas 
de água, açúcares, aromas e outros ingredientes alimentares na matriz tridimensional do gel 
é amplamente utilizada no processamento alimentar e no desenvolvimento de novos 
produtos.  
 
1.1.1 Definição de Gel; Tipos de Géis 
 
A definição clássica de gel refere um sistema com propriedades de um sólido, estando 
presente um largo excesso de solvente. A nível molecular, a gelificação consiste num 
processo de formação de uma rede contínua tridimensional de macromoléculas, 
estabelecendo-se interacções de diferente natureza entre cadeias de polímero, permitindo o 
aprisionamento de uma grande quantidade de solvente. 
Várias definições de gel têm sido apresentadas ao longo dos anos pela comunidade 
científica: Segundo Schmidt (1981), a gelificação consiste num fenómeno de agregação no 
qual interacções polímero-polímero e polímero-solvente são estabelecidas de forma 
balanceada, dando origem à formação de uma matriz ou rede tridimensional. No caso das 
proteínas globulares, Aguilera (1995) considerou que o processo de gelificação, induzido 
termicamente, ocorre quando o desdobramento da proteína dá origem a segmentos 
polipeptídicos capazes de estabelecer interacções específicas, resultando na formação de 
uma rede tridimensional bem ordenada, capaz de reter uma quantidade de solvente 
significativa. 
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Genericamente, dois tipos de géis podem ser obtidos, em consequência do tipo de ligação 
estabelecida aquando do processo de gelificação: os géis químicos e os géis físicos. 
Os géis químicos, normalmente associados a polímeros sintéticos, resultam do 
estabelecimento de ligações covalentes ao longo das cadeias poliméricas de diferentes 
moléculas, havendo portanto uma estabilidade permanente da rede, em virtude da 
intensidade das ligações químicas estabelecidas. Neste tipo de géis, os locais de ligação 
entre as diferentes cadeias são pontos singulares de contacto (Fig. 1.1 a). 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.1 - Formação de gel por conecção através de pontos singulares de contacto entre as 
cadeias (a) e através de zonas de junção (b). (Adaptado de Matsumura  e Mori, 1982). 
 
Relativamente aos géis físicos, nos quais se encontram os géis formados por biopolímeros, 
as interacções entre os segmentos das diferentes cadeias poliméricas ocorrem através de 
ligações mais fracas, desde forças de London até às ligações de hidrogénio, pelo que neste 
tipo de gel, as interacções entre as cadeias não são permanentes, ocorrendo o seu 
rompimento e re-estabelecimento de forma contínua e dependente da temperatura e da 
escala temporal considerada. 
Uma das características que melhor distingue os dois tipos de géis citados diz respeito à 
homogeneidade do gel. Um gel químico, uma matriz essencialmente estabelecida por 
ligações covalentes, apresenta-se homogéneo em toda a escala. No entanto, isto não ocorre 
para os géis físicos, matrizes não covalentes, para os quais se estabelecem arquitecturas 
complexas e específicas. Além disso, para estes géis, o número e a posição das zonas de 
junção (Fig.1.1 b) podem e, na realidade alteram-se com o tempo e com a temperatura, 
fazendo com que a distribuição dos pontos de contacto entre as cadeias poliméricas seja 
mais ou menos heterogéneo, em função do método aplicado para a formação do gel. 
Evidentemente, todos estes aspectos traduzem-se numa grande variedade de 
comportamentos reológicos. Neste contexto, duas grandes categorias de géis físicos são 
a b 
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possíveis de ser definidas, tendo por base as respectivas propriedades reológicas: géis 
fortes e géis fracos (Lapasin e Pricl, 1999). Os espectros mecânicos (G’; G’’ = f (ω)) destes 
dois tipos de gel possuem um perfil bem distinto: géis fortes possuem, ao longo da gama 
de frequências estudada, valores de módulo de conservação (G’) superiores aos do módulo 
de perda (G’’) e praticamente independentes da frequência, ao passo que os géis fracos 
exibem, geralmente, valores de módulos mais baixos e com maior dependência face à 
frequência, indicando uma maior mobilidade molecular na rede polimérica formada. 
 
1.1.2 Interacções Moleculares Envolvidas na Gelificação  
 
A associação de moléculas proteicas desnaturadas e a consequente formação de uma matriz 
tridimensional baseia-se no balanço entre forças atractivas e repulsivas. As principais 
forças envolvidas na gelificação proteica serão abordadas de seguida. 
 
1.1.2.1 Interacções Hidrofóbicas  
 
Este tipo de interacção desempenha um papel determinante na conformação e interacção 
das moléculas proteicas em solução.  
Estas interacções estabelecem-se entre segmentos não polares de polipéptidos adjacentes, 
quando estes resíduos, normalmente voltados para o interior da macromolécula, são 
expostos em consequência da desnaturação, geralmente conseguida por elevação da 
temperatura. 
Quando uma molécula não polar é introduzida em água, ela desencadeia um rearranjo das 
moléculas de água que se encontram na sua vizinhança, alterando, principalmente, a 
entropia do sistema. A diminuição da entropia é termodinamicamente desfavorável e, 
consequentemente, o sistema tende a minimizar as áreas de contacto entre a água e os 
grupos apolares, gerando-se assim uma força atractiva entre os resíduos não polares.  
Assim, o grau de hidrofobicidade (isto é, o número de aminoácidos hidrofóbicos na 
proteína) afecta o processo de formação da rede tridimensional e é determinante para as 
características dos géis obtidos. Refira-se que, não apenas a composição em aminoácidos, 
mas também a sequência e resultante conformação da cadeia peptídica serão importantes 
para o estabelecimento deste tipo de interacções. 
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1.1.2.2 Interacções Electrostáticas 
 
As interacções electrostáticas ocorrem entre espécies que possuem carga eléctrica 
permanente, por exemplo, dipolos ou iões. Estas interacções podem ser atractivas ou 
repulsivas dependendo do sinal das cargas. O sinal, intensidade e distribuição da carga 
eléctrica na proteína é governado predominantemente pelo pH do meio circundante 
(Bryant e McClements, 1998): para valores de pH superiores aos do ponto isoeléctrico (pI), 
as proteínas possuem carga negativa, enquanto que para valores inferiores ao do pI, a 
proteína exibe carga positiva. Quando a carga da molécula é nula, para pH = pI, a proteína 
facilmente gera um coágulo, em virtude da rápida e ocasional agregação. Em condições em 
que pH e pI assumem valores muito distintos, as forças repulsivas predominam devido à 
grande intensidade de carga eléctrica, pelo que a gelificação não ocorre. No entanto, para 
condições intermédias entre o pH e o pI, as forças electrostáticas repulsivas e atractivas 
encontram-se equilibradas, dando origem à formação de um gel. 
As interacções electrostáticas entre partículas carregadas são particularmente sensíveis à 
força iónica do meio, podendo-se diminuir significativamente a intensidade das interacções 
por adição de electrólitos. Assim, a sensibilidade das interacções electrostáticas em função 
do pH e da força iónica permite um método simples e conveniente para manipular as 
interacções entre as moléculas proteicas e, portanto, controlar as suas propriedades 
funcionais.  
 
1.1.2.3 Ligações de Hidrogénio 
 
As ligações de hidrogénio estabelecem-se entre electrões desemparelhados existentes em 
átomos muito electronegativos (oxigénio, por exemplo) e átomos de hidrogénio de grupos 
vizinhos. Este tipo de ligação é bastante forte comparativamente com outros tipos de 
interacção dipolo-dipolo, sendo por isso capaz de desencadear o alinhamento das 
moléculas nas quais estão presentes.  
O envolvimento das ligações de hidrogénio na formação de um gel pode ser facilmente 
comprovado pela fusão do gel a temperaturas elevadas. Para além disso, o aumento das 
estruturas em folha β durante a gelificação sugere uma contribuição geral das ligações de 
hidrogénio no referido processo (Allain et al., 1999). 
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1.1.2.4 Ligações Dissulfureto 
 
A cisteína é um aminoácido encontrado em proteínas, nomeadamente nas proteínas do soro 
do leite. Este aminoácido possui um grupo tiol (-SH) capaz de estabelecer ligações 
dissulfureto (-S-S-) com outros grupos tiol, através de uma reacção de oxidação. 
Em condições apropriadas, as proteínas podem estabelecer ligações dissulfureto intra e 
intermoleculares.  
Saliente-se que, normalmente, a conformação nativa da proteína leva a que os grupos tiol e 
as ligações dissulfureto se encontrem localizados no interior da molécula, sendo portanto 
incapazes de interagir. Por esta razão, para que se estabeleçam ligações S-S 
intermoleculares, é normalmente necessário desnaturar as proteínas de forma a expor os 
seus grupos reactivos. 
 
1.1.3 Mecanismos de Gelificação 
 
A gelificação de proteínas globulares pode ser induzida por diferentes processos. A 
gelificação induzida por calor é o mecanismo mais frequente e mais vulgarmente estudado 
na área dos alimentos, uma vez que é responsável pela estrutura de uma grande parte dos 
alimentos diários que consumimos (Totosaus et al., 2002). Um outro método, embora 
menos frequente, consiste na indução física da gelificação, por aplicação de pressão 
hidrostática. Os dois métodos mencionados são processos que ocorrem num único passo, 
isto é, para as condições aplicadas, a desnaturação das moléculas proteicas e a subsequente 
agregação ocorrem simultaneamente.  
No entanto, outros mecanismos de gelificação são possíveis: gelificação induzida por 
adição de sais, indução ácida e enzimática (Totosaus et al., 2002). 
Quer a indução ácida, quer a indução por adição de sais, consistem em duas etapas não 
simultâneas, uma vez que a adição directa do ácido ou do sal, normalmente, não resulta na 
formação de uma rede tridimensional, pelo que, a etapa de gelificação tem que ser 
precedida por uma etapa de activação, na qual as moléculas proteicas desnaturam e 
formam agregados solúveis. Na literatura o processo assim descrito designa-se por 
gelificação a frio. 
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Tendo em conta os objectivos do presente trabalho, será abordado de seguida, apenas o 
processo de gelificação induzido por calor. 
 
Embora a gelificação induzida por calor seja um processo monoetápico, ocorrem dois 
processos fundamentais para a formação do gel: A alteração conformacional da proteína, 
ou seja, a sua desnaturação; e a associação ou agregação gradual das moléculas proteicas 
desnaturadas. O segundo processo deverá ser mais lento do que o primeiro, de forma a 
permitir o desenvolvimento de uma rede tridimensional bem organizada. 
 
1.1.3.1 Desnaturação Proteica 
 
De um modo geral, em solução, as proteínas encontram-se em dois estados em equilíbrio: 
Nativo e desnaturado. Para o caso das proteínas globulares, o primeiro estado corresponde 
a uma conformação compacta e organizada, sendo as forças hidrofóbicas as principais 
responsáveis pelo estado nativo e, o segundo, a um estado mais desordenado e orientado ao 
acaso, para o qual a entropia configuracional apresenta um importante papel (Bryant e 
McClements, 1998).  
A conformação que uma proteína adopta sob determinadas condições do meio (pH, força 
iónica, temperatura) depende de um delicado balanço entre as forças que favorecem o 
estado nativo e as forças que promovem o estado desnaturado. Estes dois conjuntos de 
forças têm intensidade semelhante mas sinal oposto. Como consequência, a diferença na 
energia livre entre os dois estados é praticamente nula, o que explica o facto de pequenas 
variações das condições do meio desencadearem uma alteração significativa da 
conformação proteica. 
Na forma nativa, as forças atractivas (principalmente as de van der Waals e as 
hidrofóbicas) entre as cadeias polipeptídicas da proteína não são suficientemente fortes 
para ultrapassar as forças repulsivas (por exemplo, as forças electrostáticas) e, portanto, as 
cadeias tendem a existir como entidades individuais ou em pequenos agregados. 
Muitos dos aminoácidos reactivos (não polares e resíduos de cisteína) estão localizados no 
interior das proteínas, nomeadamente das globulares, pelo que se torna necessário 
promover alguma desnaturação da proteína antes de ocorrer agregação (Bryant e 
McClements, 1998). 
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Quando a temperatura aumenta, inicia-se o processo de desnaturação, normalmente entre 
60oC e 80oC (Aguilera, 1995), como resultado da diferente dependência das interacções 
entrópicas e entálpicas com a temperatura. 
A desnaturação proteica é considerada uma transição intramolecular de primeira-ordem na 
qual, moléculas compactas iniciam o seu desdobramento/ desnaturação em “random coils” 
a valores de temperatura que se designam por temperatura de desnaturação (Grinberg et 
al., 1992). 
A indução térmica da gelificação de proteínas globulares requer um certo grau de 
desnaturação da proteína. No entanto, o grau de desnaturação necessário, desde há muito, 
levanta alguma controvérsia. Gosal e Ross-Murphy (2000) citam que Ferry admitia a 
desnaturação completa das proteínas. Considera-se que este princípio ainda hoje é 
apropriado para a gelatina e algumas proteínas globulares mas, no entanto, não é aplicável 
para a desnaturação de proteínas globulares induzida por calor, uma vez que se verificou 
que resultante da desnaturação ocorre uma perturbação significativa mas não total no 
tamanho e forma das proteínas, sugerindo a ocorrência de uma desnaturação parcial (Gosal 
e Ross-Murphy, 2000).  
Durante o processo de desnaturação proteica, quando a temperatura aumenta para valores 
superiores aos da temperatura de desnaturação, alguns dos grupos hidrofóbicos, os quais à 
temperatura ambiente permanecem no “core” da proteína, ficam expostos, facilitando 
assim o contacto e o estabelecimento de interacções intermoleculares (Belloque e Smith, 
1998). 
Para temperaturas relativamente baixas (< 65oC), os efeitos hidrofóbicos dominam e, 
portanto o estado globular, compacto é favorecido. Todavia, a temperaturas relativamente 
elevadas, a entropia configuracional predomina, sendo o estado desnaturado o favorecido 
(Bryant e McClements, 1998). 
À temperatura normalmente utilizada para produzir as formulações de proteínas do soro do 
leite (65oC < T < 100oC), as proteínas globulares sofrem apenas uma desnaturação parcial, 
assumindo um estado intermediário, designado por  “glóbulo fundido”. O estado de 
“glóbulo fundido” das moléculas das proteínas do soro do leite mantém ainda grande parte 
da estrutura secundária inerente ao estado nativo, mas, como resultado da desnaturação 
parcial, surgem à superfície das cadeias polipéptídicas resíduos hidrofóbicos, apresentando 
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por isso, estrutura secundária típica da forma nativa e uma estrutura terciária, característica 
da forma desnaturada. 
 
1.1.3.2 Agregação  
 
Uma vez submetidas a temperaturas que permitam a sua desnaturação, as cadeias 
peptídicas das proteínas podem agregar ou permanecer como moléculas individuais, 
dependendo do balanço entre as interacções atractivas e repulsivas que existam entre as 
referidas cadeias.  
Para valores de pH significativamente superiores ou inferiores ao ponto isoeléctrico, as 
proteínas nativas existem como moléculas electricamente carregadas, com os seus grupos 
hidrofóbicos essencialmente localizados no interior da conformação e, portanto, estes 
grupos sofrem uma agregação pouco significativa devido às fortes forças repulsivas que 
existem entre as moléculas. No entanto, quando uma proteína é aquecida acima da sua 
temperatura de desnaturação, ela desnatura parcialmente, o que conduz à exposição dos 
aminoácidos não polares, aumentando portanto as atracções hidrofóbicas entre as 
moléculas de proteína. Considera-se, portanto, que a gelificação induzida pelo calor resulta 
sobretudo das interacções hidrofóbicas que se estabelecem ao longo das cadeias 
polipeptídicas (Relkin, 1998). Estes efeitos hidrofóbicos levam à ocorrência de agregação, 
formando-se redes filamentares ou de estrutura particulada e amorfa (Gosal e Ross-
Murphy, 2000). A nível de estrutura secundária, esta situação traduz-se numa diminuição 
de estruturas em α-hélices e concominante incremento de estruturas em folha β (Boye et 
al., 1995; Ikeda, 2003), em virtude da associação entre as moléculas desnaturadas. 
Uma vez iniciado o processo de agregação, as ligações dissulfureto exibem um papel 
importante no fortalecimento dos agregados. Durante o aquecimento e desnaturação da 
proteína ocorre ruptura das ligações dissulfureto intramoleculares e uma “activação” dos 
grupos -SH, por exposição à superfície da molécula. Os grupos –SH, agora expostos, 
podem estabelecer novas ligações dissulfureto intermoleculares. 
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1.1.3.3 Formação da Rede Tridimensional Proteica 
 
A formação de um gel por uma proteína é determinada, como já referido, pela distribuição 
espacial dos aminoácidos e pela contribuição das ligações covalentes e não covalentes para 
a formação da rede tridimensional. A contribuição relativa dos diferentes tipos de ligação 
depende, em adição às propriedades intrínsecas da proteína (hidrofobicidade, massa 
molecular, composição em aminoácidos, entre outras), das condições aplicadas durante a 
gelificação (concentração proteica, pH, temperatura, força iónica) (Smith, 1994). O 
tamanho, a forma, o arranjo espacial dos agregados proteicos e a resposta à deformação 
pode, desta forma, variar grandemente e desencadear um importante impacto a nível do 
comportamento reológico, qualidade e propriedades sensoriais do produto final. 
Hermansson (1994), baseando-se em observações microscópicas, considerou que a 
agregação de proteínas globulares, induzida por calor, podia ser dividida em dois grupos: 
Agregação ao acaso (Fig. 1.2 a) e agregação em fio de contas (Fig. 1.2 b), resultando, 
consequentemente, em géis com estruturas distintas: gel túrbido de estrutura grosseira e gel 
transparente de cadeia filamentar, respectivamente.  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.2 - Estrutura da rede macromolecular tridimensional resultante de diferentes tipos 
de agregação das proteínas globulares: a) agregação das moléculas ao acaso; b) agregação em fio 
de contas.  
 
A Figura 1.3 mostra a influência do pH e da força iónica nas propriedades finais de um gel 
proteico. 
Para concentrações baixas de proteína, a agregação das moléculas desencadeia um 
aumento da viscosidade da solução, uma vez que os agregados possuem um volume 
efectivo maior do que o volume hidrodinâmico das moléculas individuais.  
Para baixa força iónica ou para condições de pH afastadas do pI da proteína e para 
concentrações de proteína suficientemente elevadas, as forças electrostáticas repulsivas 
b a 
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impedem a ocorrência de agregação desordenada, formando-se assim, géis transparentes 
filamentares. 
 
Figura 1.3 - Efeito do pH e da força iónica na estrutura e aparência dos géis. (Adaptado de Alting, 
2003). 
 
1.2 Proteínas do Soro do Leite 
  
Resultante dos estudos desenvolvidos, e em resposta a um mercado cada vez mais exigente 
e competitivo, a indústria de lacticínios foi capaz de converter as proteínas do soro do leite 
bovino, um desperdício da produção de queijo, num ingrediente alimentar de valor 
acrescido, quer a nível nutricional e sensorial, quer a nível económico. 
As proteínas do soro do leite (PSL) são actualmente utilizadas na indústria alimentar 
devido às suas propriedades funcionais, nomeadamente, pela capacidade gelificante, 
emulsionante, espessante e capacidade de modificar a textura dos sistemas alimentares 
onde são inseridas (Lowe et al., 2003). Para além das vantagens funcionais, as PSL 
possuem elevado valor nutritivo e são reconhecidas como GRAS (Generally Recognised 
As Safe) (Bryant e McClements, 1998). 
Actualmente, as formulações das PSL são apresentadas no mercado sob diversas formas, 
sendo as mais comuns os concentrados de PSL (CPSL) e os isolados de PSL (IPSL). 
Nos últimos anos da década de oitenta, a produção anual de CPSL nos Estados Unidos da 
América aumentou de 2300 para 45000 toneladas (Morr, 1989). Em 1990, a indústria 
alimentar norte-americana produziu aproximadamente 79600 toneladas de CPSL (Morr, 
 pH Próximo do pI Afastado do pI 
Força iónica Elevada Baixa 
Solução Gel transparente Gel opaco Gel túrbido 
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1992). Estes números reflectem a importância que as PSL ganharam nas últimas décadas 
do século XX. De entre os factores responsáveis pelo aumento da produção de CPSL 
destaca-se o aspecto económico resultante da recuperação do soro do leite em relação ao 
seu desperdício, o avanço das tecnologias de concentração e fraccionamento e o 
desenvolvimento de uma estratégia de publicidade em relação aos benefícios dos produtos 
obtidos. 
 
1.2.1 Caracterização das Proteínas do Soro de Leite 
 
Entre as proteínas alimentares, as PSL são as que apresentam maior aplicação a nível 
industrial (Kazmierski e Corredig, 2003). Na literatura, as propriedades e aplicações das 
PSL têm sido abundantemente revistas (Aguilera, 1995; Ju e Kilara, 1998; Lowe et al., 
2003). 
Os principais componentes das PSL são a β-lactoglobulina, a α-lactalbumina, a albumina 
sérica bovina (BSA) e as imunoglobulinas (Aguilera, 1995). A abundância típica relativa 
(%), ponto isoeléctrico (pI), massa molecular (Mw) e temperatura de desnaturação (Td) de 
cada uma das proteínas referidas anteriormente, são apresentadas na Tabela 1.1. 
 
Tabela 1.1 - Características físicas das PSL mais abundantes 
 
 
 
 
 
Adaptado de Bryant e McClements, 1998 
 
As propriedades funcionais das PSL dependem, para além da respectiva composição, do 
grau de desnaturação. Trabalhos realizados demonstram que as proteínas apresentam 
algum grau de desnaturação resultante do processamento, o que normalmente se traduz em 
efeitos adversos para a funcionalidade das proteínas. Resultante desta situação, duas 
formulações de PSL com composição exactamente igual, podem exibir propriedades 
funcionais muito distintas, resultantes do grau de desnaturação (Bryant e McClements, 
Proteína % Mw (Da) pI Td (oC)
β-lactoglobulina 60 18400 5.2 78
α-lactalbumina 22 14200 4.8-5.1 62
BSA 5.5 66000 4.8-5.1 64
Imunoglobulinas 9.1 15-96 x 104 5.5-6.8 72
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1998). Uma vez que as PSL possuem propriedades de desnaturação distintas, o uso de 
misturas de PSL, em vez da utilização isolada de cada uma das fracções proteicas, tem 
igualmente um importante impacto nas propriedades finais dos produtos onde são 
aplicadas. 
 
De seguida, serão abordadas sucintamente as duas proteínas mais abundantes das 
formulações de PSL: a β-lactoglobulina e a α-lactalbumina. 
 
1.2.1.1 β-Lactoglobulina 
 
A β-lactoglobulina, β-lg, pertence à família das proteínas lipocalinas e, na forma nativa, 
possui uma estrutura globular. Esta estrutura é estabilizada por pontes de hidrogénio 
internas e duas ligações covalentes S-S. A estrutura secundária consiste em 
aproximadamente 15 % de α-hélices e 50 % de folhas pregueadas β (Rutten et al., 2002) 
(Fig. 1.4). 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.4 – Representação da proteína β-lactoglobulina.  
 
A sequência de aminoácidos da β-lg bovina consiste em 162 resíduos, resultando numa 
massa molecular média de 18400 Da e um valor de pI de 5.2. (Tabela 1.1).  
A pH neutro e à temperatura ambiente, a β-lg bovina existe na forma dimérica (Ju e Kilara, 
1998), mas dissocia-se num monómero a elevada temperatura ou para valores de pH 
superiores a 6.5 (Boye e Alli, 2000), expondo os seus grupos tiol e resíduos hidrofóbicos 
internos, normalmente inacessíveis ao solvente. 
Desta forma, soluções de β-lg são transparentes a pH neutros e a baixo valor de pH, e 
apresentam-se turvas em condições próximas do pI (Ju e Kilara, 1998).  
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A sua função biológica exacta ainda não é bem conhecida. No entanto, a sua estrutura 
cristalina é similar às proteínas humanas transportadoras de retinol, pelo que se coloca a 
hipótese que possa estar envolvida em processos de transporte (Zayas, 1997).  
Formulações comerciais de β-lg contêm uma mistura das duas variantes genéticas, A e B 
(Visser e Slangen, 1994), que diferem no conteúdo em aminoácidos nas posições 64 e 118 
(Alting, 2003). Ambas as variantes possuem duas pontes dissulfureto e um resíduo de 
cisteína livre. 
O grupo tiol do resíduo de cisteína (resíduo de aminoácido 121) é exposto aquando da 
desnaturação térmica da β-lg e desempenha um importante papel na agregação e formação 
de géis de β-lg. 
 
1.2.1.2 α-Lactalbumina 
 
A α-lactalbumina, α-Lac, (Fig. 1.5) é a segunda proteína mais abundante do soro, 
representando aproximadamente 20 % das proteínas do soro bovino (Boye e Alli, 2000). 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.5 - Representação da proteína α-lactalbumina 
 
 A α-Lac é uma metaloproteína monomérica transportadora de cálcio, constituída por 123 
aminoácidos, incluindo cistinas. A nível de função biológica, a α-Lac está envolvida na 
síntese de lactose, regulando a actividade da enzima galactosiltransferase. A ligação do 
cálcio à α-Lac desencadeia alterações acentuadas na estrutura terciária da proteína, 
verificando-se uma diminuição de estabilidade térmica da proteína por remoção dos iões 
cálcio.  
Saliente-se que a α-Lac por si só, não é capaz de gelificar, sendo dependente para tal, da 
coexistência de outras proteínas. Calvo et al. (1993) verificaram que a agregação de α-Lac 
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é dependente da presença de β-lg e/ou de BSA, devido à ausência de grupos tiol livres na 
α-Lac. 
 
1.2.2 Gelificação das Proteínas do Soro do Leite  
 
A gelificação das formulações comerciais de PSL tem sido bastante estudada (Tang et al., 
1993; Aguilera, 1995; Clark, 1998; Puyol et al., 2001; Ikeda, 2003) em consequência da 
grande aplicabilidade destas preparações na indústria alimentar para o controlo e 
melhoramento da estrutura e textura dos produtos. Informações encontradas na literatura 
sobre IPSL comercial mostram a existência de diferenças significativas nas propriedades 
gelificantes resultantes, sobretudo, da variabilidade de composição dos isolados, das 
condições de processamento durante a produção do isolado e das condições do processo de 
gelificação (Mulvihill e Kinsella, 1987; Boye et al., 1995; Holt et al., 1999). 
 
À semelhança do que acontece com outras proteínas globulares, os géis de PSL são 
estabilizados por ligações covalentes (ligações dissulfureto), interacções electrostáticas, 
ligações de hidrogénio e interacções hidrofóbicas (Bryant e McClements, 1998). A 
formação de ligações dissulfureto entre as proteínas constituintes tem sido indicada como 
um dos aspectos mais importantes durante a gelificação das PSL. 
A formação de géis de PSL induzida termicamente resulta, tal como foi referido 
anteriormente, de um processo de desnaturação e subsequente agregação das moléculas 
proteicas, o qual influencia fortemente a estrutura e propriedades dos géis de PSL 
resultantes. No ponto de gelificação, apenas uma fracção das PSL sofre agregação 
(Verheul e Roefs, 1998a,b), sendo o grau de agregação e o ponto de gelificação 
dependentes da composição do meio e das condições térmicas aplicadas (Langton e 
Hermansson, 1992; Verheul e Roefs, 1998a,b).  
O tratamento térmico resulta na clivagem das ligações dissulfureto existentes ou na 
“activação” dos grupos –SH reactivos, por desnaturação da proteína. Consequentemente 
ocorre formação de novas ligações dissulfureto intermoleculares, as quais são um requisito 
para a formação de uma estrutura tridimensional bem organizada (Catsimpoolas e Meyer, 
1970). Assim, em condições de fortes repulsões electrostáticas, os géis de PSL são 
transparentes e de estrutura filamentar, tornando-se progressivamente mais opacos, com 
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estrutura grosseira em condições de fracas repulsões electrostáticas (Langton e 
Hermansson, 1992). 
As propriedades gelificantes dos IPSL e dos CPSL são determinadas pela capacidade 
gelificante das suas proteínas individuais. Sendo a β-Lg o principal componente proteico 
do soro do leite, é também a proteína que mais contribui para a gelificação dos preparados 
de soro do leite, verificando-se, por isso, que a força de um gel de PSL é tanto maior 
quanto maior for o conteúdo nesta proteína (Zayas, 1997). 
Para temperaturas superiores a 65oC, a β-Lg sofre desnaturação, dependente do 
tempo/temperatura, acompanhada de uma série de rearranjos moleculares (Kella e 
Kinsella, 1988).  
Durante muitos anos, a α-Lac foi considerada a proteína mais termo-estável das proteínas 
constituintes do soro do leite; no entanto, é também susceptível à desnaturação térmica 
(Wit., 1983 em Rojas et al., 1997). Estes investigadores reportaram que a proteína α-Lac 
desnatura entre 62o-63oC e, a pH 6.5 e na ausência de β-Lg, a proteína renatura em cerca 
de 90%, após arrefecimento. Este elevado grau de renaturação contribui fortemente para a 
elevada resistência térmica da α-Lac. 
Rojas et al (1997) verificaram que sistemas contendo mistura das fracções β-Lg/α-Lac (10-
40 g/L), gelificavam mais facilmente, dando origem a géis com carácter elástico mais 
acentuado do que os obtidos a partir da fracção de β-Lg, na gama de pH entre 3 e 7. No 
entanto, aumentando a concentração de α-Lac para concentrações superiores a 40 g/L, 
constatou-se que o grau de gelificação diminuía para valores inferiores aos da fracção β-Lg 
isolada, obtendo-se géis predominantemente viscosos. Estes resultados sugerem que existe 
uma proporção óptima entre as fracções β-Lg e α-Lac, para a qual os efeitos sinergísticos 
entre estas duas proteínas são significativos.  
A alteração das condições térmicas, a nível de temperatura e/ou tempo de exposição a 
determinada temperatura, afecta as características macroscópicas e microscópicas dos géis 
de PSL (Schmidt, 1981), por modificação da velocidade e do mecanismo de desnaturação e 
agregação proteica. A macroestrutura dos géis proteicos resulta da ligação entre os 
diversos agregados, sendo dependente da concentração e, para qualquer valor de 
temperatura, existe um valor de concentração crítica a partir do qual observa-se a 
ocorrência de gelificação (Schmidt, 1981). O pH e a concentração salina são parâmetros 
com um forte efeito nas reacções de gelificação: As interacções proteína-proteína são 
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geralmente favorecidas em condições que reduzem a carga das moléculas, isto é, para 
valores de pH próximos de pI. Elevada força iónica tende a reduzir as repulsões 
electrostáticas entre as moléculas proteicas devido à protecção dos grupos ionizáveis pelos 
iões móveis (Ziegler e Foegeding, 1990). Qualquer alteração no pH ou na concentração 
salina desencadeia alterações nas características de gelificação, interferindo com a 
solubilidade proteica, com a estabilidade térmica da proteína e com as interacções 
proteína-proteína durante a formação do gel. 
 
De seguida serão abordados, mais detalhadamente, os principais factores que influenciam a 
gelificação das PSL. 
 
1.2.3 Principais Factores que Influenciam a Gelificação das Proteínas do Soro do 
Leite 
 
Factores externos, como pH, força iónica, temperatura e concentração de proteína podem 
influenciar a conformação proteica, assim como, o processo de desnaturação, a formação e 
estrutura do gel final. 
 
1.2.3.1 Temperatura e Concentração Proteica 
 
Dispersões proteicas de PSL formam géis com o aumento da temperatura como resultado 
da desnaturação e subsequente agregação das moléculas proteicas. Géis fracos e 
translúcidos são obtidos a baixas temperaturas (55o-70oC) e para baixas concentrações de 
proteína (5%) (Zayas, 1997). Géis opacos e rígidos são obtidos a temperaturas elevadas (≈ 
90oC) e para elevadas concentrações. A alteração mais significativa nos géis das PSL deve 
ocorrer próximo dos 80oC, uma vez que a temperatura de desnaturação da β-Lg é próxima 
dos 80oC. A temperatura inicial de desnaturação é dependente da concentração e variável 
entre as proteínas constituintes do soro do leite (Tabela 1.1). 
Vários autores (Tang et al., 1993; Puyol et al., 2001) verificaram que à medida que 
aumenta a temperatura, ocorre uma diminuição do tempo de gelificação.  
Estudos para avaliar o efeito da concentração proteica no tempo de gelificação foram 
também realizados por Tang et al. (1993). Constatou-se que o efeito da concentração sobre 
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o tempo de gelificação era semelhante ao efeito da temperatura, ou seja, aumentando a 
concentração das PSL, obtinham-se tempos de gelificação inferiores.  
A concentração crítica para a gelificação de proteínas é altamente dependente do pH 
(Zayas, 1997) e da força iónica (Renard e Lefebvre, 1992; Puyol et al., 2001), observando-
se, com a adição de sais e/ou com a proximidade do pH ao pI, uma diminuição 
significativa da concentração crítica de gelificação.  
 
1.2.3.2 pH e Força Iónica 
 
O pH é um importante factor no processo de gelificação de PSL, desempenhando uma 
forte influência na cinética de agregação e consequentemente nas características finais dos 
géis obtidos (Tang et al, 1993; Verheul e Roefs, 1998b). 
À semelhança do que acontece com outras proteínas, como já anteriormente referido, o 
comportamento das PSL está altamente relacionado com o ponto isoeléctrico (pI), o qual se 
situa próximo de 5.2.  
Tang et al. (1993) constataram que para soluções de PSL, o tempo de gelificação era 
mínimo para valores de pH entre 4 e 6.5, ou seja,  na vizinhança do pI, obtendo-se géis 
opacos com estrutura particulada. Para valores de pH acima ou abaixo da gama referida 
verificou-se um aumento do tempo de gelificação, obtendo-se géis translúcidos com 
estrutura fina e filamentar (Stading e Hermansson, 1990; Verheul e Roefs, 1998b).  
Também a força iónica influencia a capacidade gelificante das PSL, bem como as 
características dos géis finais obtidos (Verheul e Roefs, 1998b; Puyol et al., 2001; Turgeon 
e Beaulieu, 2001). 
Trabalhos realizados por Puyol et al. (2001) evidenciaram que o aumento da força iónica 
promove a diminuição da temperatura de gelificação e o aumento do valor dos módulos 
viscoelásticos do gel. Todavia, o efeito global da adição de sais é dependente da 
concentração adicionada. 
Turgeon e Beaulieu (2001) analisaram o efeito da adição de catiões Na+ e K+ nos géis de 
PSL. Neste trabalho, verificaram que para a concentração de PSL utilizada (9.1%), não 
ocorria gelificação sem adição dos catiões. No entanto, como esperado e de acordo com a 
literatura, adicionando Na+ e K+, até uma concentração de 100 mM, ocorria gelificação e 
os géis obtidos possuíam maior firmeza; no entanto, aumentando a concentração dos 
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catiões para 200 mM, os géis diminuíam a sua firmeza. Esta variação de firmeza em 
função da concentração de iões relaciona-se com a alteração da estrutura do gel de fina e 
filamentar para particulada. 
Contudo, constatou-se que o efeito da força iónica varia em função do pH. Assim, um 
aumento da concentração de NaCl, resulta na obtenção de géis mais firmes e com menor 
capacidade para reter água, para valores de pH inferiores a 5, enquanto que em condições 
alcalinas, obtêm-se géis mais fracos (Turgeon e Beaulieu, 2001).  
A Figura 1.3 (secção 1.1.1.3.3) esquematiza o efeito do pH e da força iónica nas 
características dos géis de PSL. 
 
1.2.3.3 Presença de Outros Componentes 
 
Lípidos, polissacarídeos e outros componentes podem interferir na capacidade de 
gelificação das PSL.  
A incorporação de lípidos em géis de proteínas pode melhorar a textura dos produtos 
gelificados (por exemplo, compotas e queijo fresco). A formação de géis alimentares não é 
resultante apenas das interacções proteína-proteína e proteína-água, uma vez que as 
interacções entre proteínas-carbohidratos e proteínas-lípidos também influenciam a 
estrutura dos géis. As propriedades gelificantes dos géis de concentrado de proteínas do 
soro do leite são afectados pela hidrofobicidade das proteínas. Os lípidos existentes nas 
amostras dos CPSL poderão inibir a gelificação das proteínas por interferirem com a 
polimerização das moléculas proteicas via formação de ligações hidrofóbicas 
intermoleculares (Zayas, 1997). A quantidade de lípidos que pode ser incorporada nos géis 
de PSL, sem ocorrerem alterações significativas das propriedades de textura do gel final, 
encontra-se descrita na literatura (Jost et al., 1986). 
A incorporação de gorduras, com propriedades emulsionantes, na estrutura dos géis tem 
como consequência um aumento significativo da força e resistência do gel.  
A viscosidade e o módulo de conservação dos géis de IPSL a pH 4.6 aumentam com o 
conteúdo lipídico, enquanto fenómenos de sinerese diminuem com a adição de gorduras 
(Zayas, 1997). Os géis contendo partículas lipídicas possuem uma matriz mais densa e 
apertada, com uma maior quantidade de moléculas de solvente aprisionadas. Desta forma, 
estes géis exibem uma microestrutura mais compacta. 
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A influência de polissacarídeos na gelificação das PSL, um dos assuntos mais importantes 
deste trabalho, será abordado na secção 1.3. 
 
1.2.4 Propriedades Reológicas dos Géis de Proteínas do Soro do Leite 
 
Clark (1991) reportou que a formação de um gel a partir de uma solução de um 
biopolímero resulta na transformação de um líquido (a solução) num sólido-tipo gel 
(“solid-like gel”) e, consequentemente, a realização de ensaios reológicos, em regime 
oscilatório não destrutivo, é uma boa forma de monitorizar o processo de gelificação em 
tempo real. A medição das propriedades viscoelásticas permite estudar indirectamente o 
efeito dos factores físico-químicos no mecanismo de gelificação: A influência destes 
factores nas propriedades viscoelásticas pode ser utilizado para inferir o efeito desses 
factores a nível molecular, conduzindo assim a um melhor conhecimento e compreensão 
do mecanismo de gelificação das proteínas. 
As propriedades mecânicas dos géis proteicos dependem do balanço entre as ligações 
covalentes e as não covalentes, ligações estas muito mais fracas e mais dependentes da 
temperatura do que as ligações covalentes. Beveridge (1984) sugeriu que as ligações não 
covalentes podem contribuir para uma estabilização adicional da rede formada por 
estabelecimento das ligações covalentes. 
O grau de cruzamento via ligações dissulfureto e, consequentemente, as propriedades 
mecânicas dos géis de PSL, são influenciadas pela composição relativa das proteínas do 
soro do leite (Mor-Rosenberg et al., 2004).  
A textura e rigidez de um gel proteico são afectadas por factores intrínsecos como a 
composição relativa e concentração proteica e por factores extrínsecos como, a 
temperatura, pH, força iónica e a presença de outros componentes. 
No que diz respeito ao contributo das proteínas constituintes do soro do leite, para as 
propriedades mecânicas dos géis, tem surgido informação conflituosa relativa ao 
contributo da razão β-Lg/α-Lac (Mor-Rosenberg et al., 2004). As propriedades mecânicas 
dos géis de PSL têm sido directamente relacionadas com a proporção de β-Lg incluída nos 
géis. No entanto, Rojas et al (1997) obtiveram géis de α-Lac, embora extremamente 
frágeis (G’’>G’), tendo sido proposto que tais géis fossem consequência da presença de 
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vestígios de β-Lg na fracção de α-Lac, uma vez que se aceita que a fracção de α-Lac não 
possuí capacidade gelificante significativa. 
 
Vários estudos mostraram que a incorporação de moléculas proteicas na rede 
tridimensional no momento e após a gelificação determina a microestrutura e as 
propriedades reológicas dos géis de PSL (Verheul e Roefs, 1998a,b). A quantidade de 
agregados que formam a rede tridimensional incipiente parece ser determinante para o tipo 
de gel final obtido, contribuindo de forma decisiva para a microestrutura e propriedades 
mecânicas.  
Tang et al (1993) investigaram o efeito da concentração de PSL no desenvolvimento dos 
respectivos géis, tendo mostrado que o aumento da concentração das PSL resulta num 
incremento mais acentuado dos valores de G´ com o tempo, obtendo-se géis mais fortes e 
de carácter elástico mais acentuado (valores elevados de G’ e baixos valores de tan δ). 
De um modo geral, as propriedades elásticas da rede tridimensional proteica variam em 
função da concentração, seguindo a relação de potência G’ ~ cn. Esta dependência de G’ 
com a concentração proteica pode ser deduzida utilizando um diferente número de modelos 
matemáticos. Na literatura são encontrados vários valores de expoente n em função das 
condições experimentais aplicadas, nomeadamente a gama de concentrações em estudo e a 
força iónica (Puyol et al., 2001). Para a gama de concentrações de PSL estudada (2.5 – 
10%) e para uma concentração de NaCl de 60 e 100 mM, estes investigadores obtiveram os 
valores de 7.1 e 4.2 para o expoente n, respectivamente. Estes resultados mostram como a 
concentração salina afecta fortemente a dependência de G’ com a concentração.  
Como seria de esperar pelo que já se referiu acerca da influência da força iónica sobre a 
gelificação das proteínas, este parâmetro influencia fortemente as propriedades reológicas 
dos géis finais. Kuhn e Foegeding (1991) constataram que o tipo de sal é um factor 
importante pois origina géis com características reológicas distintas.  
O estudo desenvolvido por estes autores demonstrou que o efeito do sal depende da 
respectiva carga do catião: Assim, géis formados, sob condições semelhantes, com sais de 
catiões de igual carga possuíam propriedades reológicas similares. Estudos de competição 
com misturas de sais revelaram que os catiões divalentes apresentam um efeito dominante 
relativamente aos catiões monovalentes. Desta forma, a alteração da concentração do 
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catião divalente surge como uma via efectiva e prática de alterar as propriedades reológicas 
dos géis de PSL. 
 
Os polissacarídeos constituem uma classe de compostos muito utilizados na indústria 
alimentar. A sua estrutura molecular, o seu tamanho e as forças moleculares a que podem 
estar sujeitos, em particular ligações de hidrogénio, conferem-lhes propriedades funcionais 
extremamente interessantes. Para além da importância do ponto de vista nutricional, uma 
vez que constituem uma fonte de fibra dietética, são principalmente utilizados pelas suas 
propriedades espessante e/ou gelificante, contribuindo assim para a textura dos produtos 
alimentares. 
Tendo em conta que o presente trabalho pretende estudar o efeito de galactomananas nas 
propriedades gelificantes das PSL, apresenta-se de seguida uma rápida referência às 
características funcionais e estruturais de galactomananas. É ainda apresentada uma breve 
revisão bibliográfica sobre o conhecimento actual do efeito de polissacarídeos no processo 
de gelificação de proteínas, nomeadamente, na gelificação das proteínas do soro do leite. 
 
1.3 Galactomananas  
 
As galactomananas (GM) são polissacarídeos de reserva encontrados no endosperma das 
sementes de muitas plantas do género Leguminoseae. Das muitas galactomananas 
conhecidas, a goma de alfarroba (GA), de guar (GG) e de tara (GT) são as mais utilizadas a 
nível industrial em produtos alimentares. A sua utilização comercial advém do facto destes 
polissacarídeos possuírem uma grande capacidade de formar soluções aquosas estáveis e 
muito viscosas, mesmo a baixas concentrações, sendo portanto utilizados como agentes 
espessantes num elevado número de produtos alimentares (Neukom, 1989). Para além da 
indústria alimentar, estes hidrocolóides neutros são também aplicados em várias outras 
indústrias, salientando-se a indústria têxtil e do papel (Dea e Morrison, 1975). 
Em combinação com outros biopolímeros, as GM podem formar sistemas gelificantes com 
propriedades úteis e interessantes. Desta forma, a incorporação de GM em produtos 
resulta, sobretudo, na modificação, controlo e estabilização da textura desses produtos. 
 
As GM são heteropolissacarídeos constituídos por uma cadeia principal de resíduos de D-  
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pmanose em ligação β-(1→4), apresentando como cadeias laterais de resíduos únicos de D- 
pgalactose unidos ao carbono 6 dos resíduos de manose da cadeia principal (Fig. 1.6). 
As GM diferem entre si na razão manose/galactose (Man/Gal) (Fig. 1.6) e na distribuição 
dos resíduos de galactose ao longo da cadeia principal de manose (Fig. 1.8).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.6 - Estrutura esquemática de uma galactomanana. Os números apresentados entre 
parênteses mostram a proporção aproximada entre os resíduos de manose e de galactose. 
 
A diferença da razão Man/Gal encontrada para as GM citadas, reflecte-se na diferente 
solubilidade em água destes polissacarídeos, uma vez que esta propriedade depende do 
conteúdo em resíduos de galactose. As cadeias laterais de galactose provocam uma 
“extensão” da cadeia principal de manose e evitam a formação de agregados insolúveis, 
resultantes do estabelecimento de ligações de hidrogénio entre zonas da cadeia principal de 
resíduos de manose.  
 
A goma de alfarroba (GA) é a mais antiga e a mais 
estudada das galactomananas (Neukom, 1989). É 
produzida desde há muitos anos a partir das sementes da 
alfarrobeira, Ceratonia siliqua L. (Fig. 1.7), a qual é 
abundante nos países Mediterrânicos e em certas regiões 
da América do Norte. 
Na GA existem em média quatro unidades de manose por 
cada unidade de galactose (Dea e Morrison, 1975).  
A distribuição dos seus resíduos de galactose não é 
 
 
 
 Goma de alfarroba (4:1) 
Goma de Tara (3:1) 
Goma de Guar (2:1) 
 
Figura 1.7- Alfarrobeira 
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regular, estando dependente da origem da alfarrobeira (Dea e Morrison, 1975; Neukom, 
1989). No entanto, de um modo geral, os resíduos de galactose distribuem-se 
maioritariamente em blocos (c), podendo também apresentar uma distribuição ao acaso (b) 
ou com alguma ordenação (a) (Fig. 1.8).  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.8 - Representação esquemática da distribuição de resíduos de galactose ao longo da 
cadeia principal de galactomananas e possíveis locais de corte pela enzima β-mananase. Galactoses 
e manoses não substituídas são representadas por círculos pretos e brancos, respectivamente, 
correspondendo os círculos pretos de tamanho menor, aos resíduos de galactose. As setas indicam 
os possíveis locais de corte enzimático. Três tipos de distribuição de resíduos de galactose são 
apresentados: (a)-ordenada; (b)- ao acaso e (c)- em blocos. (Adaptado de Daas et al., 2000). 
  
A GA produz soluções aquosas relativamente estáveis e altamente viscosas, sendo pouco 
afectadas por alterações do pH (Lazaridou et al., 2000). Este hidrocolóide pode interactuar 
com outros polissacarídeos, nomeadamente xantanas, carrageninas, agarose (Dea e 
Morrison, 1975) e dextranas (Garnier et al., 1995). 
A massa molecular, assim como a razão Man/Gal e o tipo de distribuição dos resíduos de 
galactose na cadeia principal de manose, são importantes características moleculares que 
influenciam fortemente as propriedades funcionais da GA em dispersões aquosas e nos 
produtos finais em que se inserem. Refira-se ainda que as propriedades moleculares acima 
referidas são determinantes para o comportamento reológico destes biopolímeros, para a 
capacidade de se auto-associarem e ainda para a interacção com outros polissacarídeos 
(Lazaridou et al., 2000).  
Nos últimos tempos, provavelmente devido à necessidade de criar novas formulações 
alimentares e/ou melhorar as já existentes, tem sido intensificado o estudo e investigação 
sobre a interacção entre diferentes polissacarídeos. 
As GM, possuindo um baixo custo económico quando comparado com outros 
polissacarídeos, por exemplo, a goma xantana e as carrageninas, têm despertado o interesse 
por parte da comunidade científica e industrial. 
 a
b
c
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Diversos estudos demonstraram propriedades vantajosas dos géis obtidos por mistura de 
GM com pectinas (Lopes da Silva et al., 1996), goma xantana (Fernandes, 1995; Schorsch 
et al., 1997; Lazaridou et al., 2000), carrageninas (Andrade et al., 2000), gelatina (Alves et 
al., 2001), amido (Rayment et al., 1995) e outros polissacarídeos. 
Um aspecto a salientar, a partir dos diversos resultados publicados, é o facto de se ter 
constatado que a gelificação das misturas GM com outros polissacarídeos é sensível à 
massa molecular e à razão Man/Gal da GM, o que evidencia e demonstra a importância das 
propriedades estruturais e físico-químicas das GM, mesmo em sistemas mistos. 
 
1.4 Influência de Polissacarídeos nas Propriedades Gelificantes das Proteínas  
 
Uma importante característica dos sistemas alimentares é serem multicomponentes. Dois 
tipos de componentes macromoleculares, proteínas e polissacarídeos, são essencialmente 
responsáveis pela estrutura, propriedades mecânicas e físico-químicas dos produtos 
alimentares.  
Misturas de proteínas e polissacarídeos são, actualmente, muito aplicadas na indústria 
alimentar uma vez que podem constituir novos ingredientes alimentares. Para além de 
desempenharem um papel determinante na estrutura, textura e estabilidade de muitos 
produtos alimentares (Doublier et al., 2000; Hemar et al., 2001), as proteínas contribuem 
para a formação de estruturas gelificadas e para a estabilização de emulsões e espumas, ao 
passo que os polissacarídeos funcionam, essencialmente, como agentes espessantes e 
gelificantes. Desta forma, proteínas e polissacarídeos fornecem a chave das propriedades 
funcionais e estruturais dos sistemas alimentares. 
O mecanismo de formação da estrutura dos alimentos é principalmente determinado pela 
natureza e intensidade das interacções entre os biopolímeros que constituem os alimentos 
(Semenova e Savilova, 1998).  
Quando soluções de dois biopolímeros distintos são misturadas, podem ocorrer três 
situações: Co-solubilidade, associação ou incompatibilidade termodinâmica (Doublier et 
al., 2000; Eleya e Turgeon, 2000a,b; Tolstoguzov, 2003) (Fig. 1.9).  
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Figura 1.9 - Principais tendências de comportamento de misturas de proteína/polissacarídeo. 
(Adaptado de Kruif e Tuinier, 2001). 
 
Na maioria das misturas de biopolímeros, as contribuições entrópicas são superiores às 
entálpicas, pelo que a separação de fases é geralmente a regra. Desta forma, a ocorrência 
de co-solubilidade entre bipolímeros é um fenómeno muito raro (Samant et al., 1993; 
Doublier et al., 2000; Eleya e Turgeon, 2000a,b).  
Existem dois fenómenos distintos de separação de fases. Um, designado por 
incompatibilidade termodinâmica ou separação de fases segregativa, e outro designado por 
separação de fases associativa. 
O primeiro ocorre com maior frequência (Doublier et al., 2000), sendo observado quando 
existe repulsão de cargas entre os biopolímeros ou para biopolímeros neutros de massa 
molecular suficientemente elevada (Olsson et al., 2002). Logicamente, neste caso, as 
interacções biopolímero-solvente são favorecidas em detrimento das interacções 
biopolímero 1 - biopolímero 2 e das interacções solvente - solvente. Obtém-se desta forma, 
um sistema com duas fases, uma enriquecida em biopolímero 1 e a outra enriquecida em 
biopolímero 2. Este tipo de comportamento é extremamente influenciado pelo pH, força 
iónica, conformação, densidade de carga e concentração dos biopolímeros (Tolstoguzov, 
1991). 
O segundo fenómeno de separação de fases verifica-se quando as interacções entre 
biopolímeros são favorecidas, por exemplo, quando os biopolímeros possuem cargas 
opostas um do outro. Assim, ocorre complexação, a qual pode conduzir à formação de 
complexos solúveis ou à separação de fases associativa. Na separação de fases associativa, 
 
polissacarídeo 
proteína 
segregação agregação 
incompatibilidade co-solubilidade complexação 
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as duas fases coexistentes possuem a seguinte composição: Uma é rica em solvente, 
possuindo uma pequena quantidade de biopolímero, a outra fase é rica em biopolímeros.  
 
Como já foi referido, as propriedades reológicas e estruturais dos géis mistos de proteínas e 
polissacarídeos são dependentes do comportamento em mistura de cada biopolímero, o 
qual é fortemente influenciado pelo pH, força iónica, temperatura e concentração dos 
biopolímeros (Tolstoguzov, 1991).  
O efeito do pH no comportamento em mistura das soluções de proteína e de polissacarídeo 
difere em função da natureza do polissacarídeo (neutros, carboxilados ou sulfatados). Para 
sistemas proteína-polissacarídeo neutro, o pH afecta apenas as ligações intramoleculares 
proteicas. Assim, a incompatibilidade da proteína com o polissacarídeo aumenta à medida 
que o pH se aproxima do pI da proteína, e diminui para valores de pH afastados do pI.  
Para proteínas e polissacarídeos aniónicos (carboxilados ou sulfatados), o pH afecta quer 
as ligações intramoleculares das proteínas, quer as associações entre moléculas de proteína 
e de polissacarídeo. Para estes sistemas, fenómenos de coacervação (separação de fase 
agregativa) são observados a pH inferior ao pI da proteína, uma vez que os dois 
biopolímeros possuem cargas opostas. Contudo, a pH superior ao pI da proteína, ambos os 
polímeros possuem carga negativa, pelo que os fenómenos de coacervação são inibidos, 
surgindo portanto, a incompatibilidade termodinâmica.  
Quando ocorre gelificação, os géis podem apresentar três estruturas distintas: estrutura 
interpenetrada, acoplada e estrutura com separação de fases. Os géis com estrutura 
interpenetrada representam a situação mais simples, onde os dois componentes gelificam 
separadamente, formando redes tridimensionais independentes. Neste caso, ambas as redes 
tridimensionais são contínuas ao longo da amostra e, no caso de ocorrer alguma interacção 
entre elas, será apenas topológica. 
As redes tridimensionais acopladas formam-se quando existe associação directa 
(interacção sinergística) entre biopolímeros antes da formação do gel. Em contrapartida, 
géis com separação de fase são obtidos como resultado da incompatibilidade entre os 
polímeros. Neste caso, existe competição entre a separação de fases e o processo de 
gelificação, resultando num aumento de complexidade do sistema.  
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1.4.1 Sistemas Mistos Proteínas do Soro do Leite – Polissacarídeos  
 
Vários autores têm-se dedicado ao estudo da influência de polissacarídeos nas 
propriedades funcionais e, mais concretamente, nas propriedades gelificantes das proteínas 
do soro do leite. De um modo geral, k-carragenina (Mleko et al, 1997; Tziboula e Horne, 
1999; Eleya e Turgeon, 2000a,b; Turgeon e Beaulieu, 2001), goma xantana (Bryant e 
McClements, 2000) e pectinas (Turgeon e Beaulieu, 2001; Ibanoglu, 2005) têm sido os 
polissacarídeos de eleição para o estudo de sistemas mistos. 
 
Turgeon e Beaulieu (2001) realizaram trabalhos em sistemas mistos contendo PSL/k-
carragenina e PSL/pectinas.  
Nos sistemas PSL/ k-carragenina, observaram-se dois tipos de comportamento em função 
da concentração de polissacarídeo: adicionando uma pequena concentração de k-
carragenina (0.1%), os géis resultantes eram semelhantes aos obtidos para PSL, enquanto 
que para concentrações superiores de polissacarídeo (1%) e na presença de sais, os géis 
mistos exibiam um comportamento de dureza e de deformação à fractura semelhante aos 
géis de k-car. Face aos resultados obtidos, os investigadores consideraram que 
provavelmente, para baixas concentrações, a k-carragenina seria compatível com as PSL, 
sendo o polissacarídeo distribuído uniformemente na rede tridimensional proteica. No 
entanto, para concentrações de polissacarídeo mais elevadas (1%), o comportamento da k-
carragenina era o factor determinante das propriedades de textura dos géis obtidos. Por 
aquecimento, PSL e k-carragenina tornavam-se incompatíveis, resultando por isso, em géis 
bifásicos com notável separação de fases. 
Para além da concentração do polissacarídeo, outros factores influenciam fortemente o 
comportamento dos sistemas mistos. Trabalhos realizados por Mleko et al. (1997) 
mostraram que o efeito da k-carragenina na gelificação das PSL é também dependente do 
valor de pH do sistema, sendo a temperatura de gelificação menor para valores de pH 
compreendidos entre 6 e 7. 
No caso das misturas de PSL com pectinas, as propriedades dos géis formados são também 
altamente dependentes do pH do sistema. Turgeon e Beaulieu (2001) demonstraram que a 
gelificação destes sistemas ocorre via separação de fases com a formação de uma rede 
proteica tridimensional contínua, que suporta o gel, a qual possui inclusões de 
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polissacarídeo. A separação de fases depende do comportamento de cada biopolímero em 
solução, previamente à formação do gel, sendo as repulsões PSL/pectina mais fortes do 
que as repulsões médias entre PSL/PSL e pectina/pectina, o que permite a ocorrência de 
separação de fases. Estes autores verificaram igualmente que, no caso de ambos os 
polímeros possuírem carga negativa, como a pH 8, existe separação de fases antes da 
gelificação das PSL e, nestas condições, a estrutura dos géis mistos é essencialmente 
formada por agregados esféricos de PSL.  
 
Trabalhos realizados por Bryant e McClements (2000) evidenciam o efeito da goma 
xantana nas características físicas dos géis de PSL desnaturadas. Para estes autores, a 
utilização dos benefícios das interacções entre PSL e a goma xantana permitem 
desenvolver formulações alimentares com uma grande variedade de características 
texturais e com aparências variáveis. Quantidades pequenas de goma xantana, tais como 
0.1%, causam um apreciável incremento na velocidade de gelificação das PSL e na rigidez 
do gel e uma alteração de cor do gel final obtido. Mais uma vez se verifica que o 
mecanismo físico-químico responsável por tais efeitos é a incompatibilidade 
termodinâmica entre a goma xantana e as PSL, a qual conduz à separação de fases.  
Neste trabalho mostrou-se ainda o efeito da força iónica nos sistemas mistos PSL/goma 
xantana: sem adição de sais, a separação de fases desencadeou a formação de duas 
camadas, o que é determinante para a qualidade do produto final. Na presença de sais, a 
separação de fases conduziu à formação de uma região rica em goma xantana inserida num 
gel de PSL, evitando-se assim um sistema formado por duas camadas distintas.   
 
No que se refere a sistemas mistos contendo polissacarídeos neutros, é encontrado um 
menor número de trabalhos. Estudos envolvendo amilopectinas (Olsson et al, 2000) e 
maltodextrinas (Manoj et al., 1997) são encontrados na literatura. Devido à larga utilização 
das GM a nível industrial encontram-se também alguns estudos acerca do efeito da GM nas 
propriedades gelificantes das PSL. 
 
Tavares e Lopes da Silva (2003) analisaram o comportamento reológico de misturas 
aquosas de PSL/GA, a pH neutro e a pH próximo do pI da proteína, tendo verificado que 
as propriedades viscoelásticas dos sistemas mistos PSL/GA, assim como o efeito global do 
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polissacarídeo neutro na gelificação das PSL, era dependente do pH do sistema, e 
consequentemente, do tipo de organização estrutural da rede tridimensional proteica.  
A pH neutro, a presença da GA apresentou um efeito global positivo na formação de géis 
de PSL, sugerindo a ocorrência de uma rede proteica contínua, onde as cadeias de 
polissacarídeo se acomodam. Esta observação resulta numa diminuição da temperatura de 
gelificação e da concentração crítica de proteína para a formação de um gel, assim como 
no aumento significativo da rigidez dos géis obtidos. Resultados semelhantes foram 
descritos para outros sistemas mistos PSL-polissacarídeos (Zasypkin et al., 1996; Bryant & 
McClements, 2000; Turgeon e Beaulieu, 2001). Por outro lado, a pH próximo do pI do 
sistema proteico (pH=5), foram encontrados diferentes efeitos do polissacarídeo em função 
da concentração proteica no sistema. Para baixas concentrações de PSL (5%) observou-se 
um efeito negativo resultante da adição da GA, com um consequente aumento do tempo e 
temperatura de gelificação, diminuição de rigidez do gel e aumento do carácter viscoso do 
sistema. No entanto, para concentrações proteicas mais elevadas verificou-se que a 
presença de GA não desencadeia alterações significativas no comportamento viscoelástico 
dos sistemas. O efeito distinto da adição de GA a pH 5 e pH 7 foi atribuído aos diferentes 
mecanismos de gelificação das PSL, para os dois valores de pH considerados. 
 
Gonçalves et al. (2004) analisaram o efeito de galactomananas provenientes do 
endosperma de sementes de Cassia javanica, uma fonte não tradicional de GM, na 
gelificação das PSL, a pH 7. Os resultados obtidos mostraram que a adição desta goma às 
soluções de PSL modificava o perfil de gelificação das proteínas, assim como as 
propriedades reológicas dos géis finais, sendo o efeito da goma dependente da razão 
PSL/GM. Estes autores justificaram tais resultados com base nos processos de separação 
de fase que ocorrem durante o tratamento térmico. Assim, tal como Tavares e Lopes da 
Silva (2003), Gonçalves et al (2004) verificaram que o polissacarídeo contribui para a 
viscoelasticidade dos sistemas mistos e as diferenças observadas entre a gelificação das 
soluções de PSL e das misturas de PSL/GM, resultavam de modificações inerentes à 
agregação das PSL e à estrutura do gel, em consequência da presença do polissacarídeo 
neutro. 
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No seguimento do trabalho descrito, Tavares et al. (2005) dedicaram o seu estudo ao efeito 
das propriedades estruturais do polissacarídeo, nomeadamente, à influência do grau de 
ramificação (razão M/G) de galactomananas, com diferentes origens e/ou enzimaticamente 
modificadas, no comportamento reológico e microestrutura dos géis mistos PSL/GM, a pH 
neutro e baixa força iónica. 
Na gama de concentrações de polissacarídeo estudada, o efeito da adição de GM foi 
equivalente ao descrito no trabalho anteriormente mencionado, tendo-se demonstrado que 
o efeito de GM era tanto mais pronunciado quanto menor o grau de ramificação. A nível de 
microestrutura, os géis mistos aparecem como sistemas bifásicos, onde moléculas de 
polissacarídeo se encontram dispersas na matriz contínua proteica, para baixas 
concentrações de GM, e com uma progressiva inversão de fases à medida que aumenta a 
concentração de polissacarídeo, especialmente para amostras com menores razões M/G. 
Dos resultados obtidos concluiu-se que o grau de ramificação de galactomananas 
influencia a microestrutura e a viscoelasticidade dos géis, sendo no entanto esse efeito 
limitado para um curto intervalo de razões M/G. 
 
1.5 Métodos para Caracterização de Géis  
 
Nesta secção é apresentada uma breve referência aos três métodos utilizados neste trabalho 
para caracterização do processo de gelificação e dos géis obtidos de PSL e GM, dando-se 
especial relevo às técnicas reológicas. 
 
1.5.1 Ensaios Reológicos  
 
A Reologia é o ramo da ciência dirigido ao estudo da deformação e escoamento da matéria. 
O termo foi introduzido por Eugene Cook Bingham a partir das suas publicações na década 
de vinte. 
 No âmbito do trabalho realizado foram aplicados dois tipos de ensaios reológicos: ensaios 
dinâmicos a pequena deformação e ensaios em escoamento estacionário. De seguida, faz-
se uma breve abordagem a cada um deles. 
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1.5.1.1 Ensaios Reológicos Dinâmicos 
 
Na categoria de ensaios dinâmicos inclui-se uma grande variedade de técnicas, embora os 
ensaios mais utilizados sejam os chamados ensaios harmónicos. Nestes casos, as amostras 
são submetidas a uma deformação ou tensão controlada (em função do tipo de reómetro 
utilizado) que varia sinusoidalmente com o tempo (Fig. 1.10), com uma determinada 
amplitude ε0 e frequência angular ω (Eq. 1.1):  
 
                                                         ε = ε0 sen (ωt)                                                       (1.1) 
 
Os parâmetros viscoelásticos dos materiais são determinados com base na tensão ou 
deformação (de acordo com o aparelho utilizado) sinusoidal resultante (Fig. 1.10), com a 
mesma frequência angular ω, mas desfasada de δ em relação à deformação ou tensão 
aplicada (Eq. 1.2): 
 
                                                      σ = σ0 sen (ωt + δ)                                                    (1.2) 
 
sendo σ0 a amplitude da tensão e δ o ângulo de perda ou de desfasamento, correspondente 
à diferença de fase entre tensão e a deformação. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.10 - Representação esquemática de um ensaio oscilatório 
 
Assim, os testes dinâmicos a baixas deformações são bastante úteis para monitorizar a 
transição sol-gel, bem como para caracterizar o comportamento viscoelástico dos géis na 
região viscoelástica linear, onde a tensão e a deformação são ajustadas para valores 
suficientemente baixos, pelo que a tensão é proporcional à deformação (McClements, 
 
δ 
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1999). A principal vantagem deste tipo de ensaio é o facto de provocar uma alteração 
mínima da estrutura do material a ser investigado, uma vez que é conduzido em condições 
de baixa tensão e deformação. 
 
Idealmente, num sólido elástico (sólido de Hooke) não existe desfasamento entre a tensão e 
a deformação, enquanto que num líquido ideal (fluído Newtoniano), o desfasamento de 
fase é de 90o (Fig. 1.11). Um material viscoelástico exibe um comportamento intermédio e 
portanto um ângulo de fase (δ) entre 0o e 90o, sendo a tendência para cada um destes 
limites, um indicador da natureza viscosa ou elástica do material. 
No estudo do comportamento viscoelástico de géis, as propriedades reológicas de interesse 
são geralmente o módulo de conservação, G’, o qual se relaciona com a energia 
armazenada em cada ciclo de solicitação da amostra, e com a evolução da estrutura dos 
materiais e formação de ligações; e o módulo de perda, G’’, o qual se relaciona com a 
energia dissipada. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.11 - Curvas de deformação  imposta e tensão relativas a materiais elásticos, viscosos e 
viscoelásticos. 
 
As grandezas destes dois módulos são influenciadas pela frequência (ω), temperatura e 
deformação aplicadas. No entanto, para valores de deformação pertencentes à região 
viscoelástica linear, os módulos G’ e G’’ são independentes da deformação. A sua 
 
Carácter sólido (elástico)  δ = 0º 
Carácter Líquido  δ = 90º 
Carácter Viscoelástico   0º < δ < 90º 
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dependência com a frequência pode ser traduzida em termos da razão de amplitudes e do 
ângulo de fase, pelas equações (1.3) e (1.4): 
 
                                                  G’(ω) = (σo/γo) cos (δ)                                                 (1.3) 
                                                  G’’(ω)= (σo/γo) sen (δ)                                                 (1.4) 
 
sendo σo a amplitude da tensão, γo a amplitude de deformação e δ o ângulo de perda ou de 
desfasamento, correspondente à diferença de fase entre tensão e deformação. 
A função tensão de um material viscoelástico é, portanto, composta por uma componente 
elástica e por uma componente viscosa (Eq. 1.5): 
 
                                          σ = γo [G’(ω) sen ωt + G’’(ω) cos ωt]                                 (1.5) 
 
onde σ é a tensão, γo é a amplitude de deformação, ω a frequência de oscilação, G’ e G’’ os 
módulos de armazenamento e de perda, respectivamente, e t o tempo. 
 
Um outro parâmetro vulgarmente utilizado na análise do comportamento viscoelástico é a 
tangente de dissipação ou tangente do ângulo de perda (tan δ), sendo definida pela razão 
entre o módulo de perda e o módulo de conservação (Eq. 1.6). Este parâmetro mede a 
energia que o sistema dissipou relativamente à energia que armazenou num ciclo de 
deformação:  
                                                           tan δ = G’’/G’                                                      (1.6) 
 
O estudo das funções viscoelásticas assim definidas permite realizar a caracterização 
reológica de diferentes materiais, bem como conhecer a organização macromolecular em 
géis de biopolímeros. 
 
Neste trabalho, de forma a ser possível analisar e caracterizar o processo de gelificação e as 
respectivas propriedades viscoelásticas dos géis de proteína e proteína-polissacarídeo 
foram realizados três tipos de ensaios dinâmicos: Varrimentos em temperatura, 
varrimentos em frequência e varrimentos em tempo, sobre os quais é apresentada de 
seguida uma breve abordagem. 
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Os ensaios de varrimento em temperatura são utilizados para analisar alterações estruturais 
resultantes da variação da temperatura, sendo particularmente úteis para estudar as 
variações estruturais ocorridas em consequência do aumento da temperatura, durante a 
formação do gel. Neste tipo de ensaios os valores dos módulos viscoelásticos, G’ e G’’, são 
determinados em função da temperatura, a uma frequência de oscilação constante. A 
variação da temperatura pode ocorrer em “escada”, por incrementos de temperatura bem 
definidos, ou em “rampa”, por definição de uma taxa de variação de temperatura. 
 
Os ensaios de varrimento em frequência são, provavelmente, os ensaios oscilatórios mais 
comuns. Relacionam-se com o estudo da variação do comportamento viscoelástico de um 
material em função da velocidade de aplicação da tensão. Assim, os valores de G’ e G’’ 
são obtidos em função da frequência de oscilação aplicada, a determinada deformação e a 
temperatura constante. Com base na relação entre G’ e G’’, atribui-se normalmente a 
designação de “géis verdadeiros” a sistemas para os quais G’ é superior (pelo menos 10 
vezes) a G’’ em toda a gama de frequências estudada, e praticamente independente da 
frequência; enquanto “géis fracos” atribui-se a sistemas para os quais G’ e G’’ apresentam 
uma diferença entre si menor e possuem maior dependência face à frequência. 
 
Os ensaios de varrimento em tempo, muitas vezes designados por ensaios de maturação, 
são apropriados para estudar alterações estruturais do gel em função do tempo. Neste tipo 
de ensaios, determina-se G’ e G’’ em função do tempo, para valores de frequência e 
temperatura constantes. 
 
1.5.1.2 Ensaios em Escoamento Estacionário 
 
A viscosidade de um sistema, a uma dada temperatura, é fundamental para se conhecer e 
poder prever o comportamento de uma determinada amostra, isto é, o modo como a 
amostra escoa àquela temperatura. 
Assim, os ensaios em escoamento são geralmente utilizados para determinar a viscosidade 
de um sistema. Nestes ensaios faz-se variar a taxa de deformação e regista-se a tensão, ou 
vice-versa.  
Introdução Geral e Revisão de Assuntos 
 
59 
 A forma como a viscosidade varia em função da taxa de deformação permite caracterizar 
o comportamento do fluido. Na secção 2.1.1.2 é abordado em maior pormenor o efeito da 
taxa de deformação e de outras variáveis de interesse, no comportamento reológico de 
soluções de biopolímeros, quando sujeitas a escoamento estacionário. 
 
1.5.1.3 Instrumentação e Sistemas de Medição 
 
Um reómetro é um aparelho que permite a caracterização quantitativa das propriedades 
viscoelásticas da matéria, por determinação de algumas funções materiais, nomeadamente 
o módulo complexo, G*(t) e respectivas componentes G’(t) e G’’(t), a viscosidade em 
regime transitório e estacionário e as diferenças de tensões normais. 
O reómetro de tensão controlada utilizado neste trabalho tem a capacidade de trabalhar no 
modo oscilatório e estacionário, mantendo constante a tensão aplicada. A capacidade de 
aplicação de momentos de binário (torque) muito reduzidos e a monitorização de 
deslocamentos igualmente pequenos, permite a realização de ensaios a baixas taxas de 
deformação, evitando desta forma alterações indesejáveis da estrutura dos materiais em 
estudo.   
De um modo geral, um reómetro rotacional, como aquele utilizado neste trabalho, é 
formado por uma componente fixa, um sistema de controlo de temperatura (sistema Peltier, 
por exemplo), e uma componente móvel, associada a um eixo e a um motor que permite o 
movimento rotacional deste componente. Associada à componente móvel existem os 
sistemas de medição, os quais possuem geometrias e características variáveis (material 
constituinte, diâmetro, ângulo). A escolha da geometria a utilizar depende das 
características do material a analisar, bem como do tipo de ensaio a desenvolver.  
 
De seguida, é feita uma rápida abordagem aos sistemas de medição utilizados no 
desenvolvimento experimental deste trabalho. 
 
O sistema de medição placa-cone (Fig. 1.12 a) começou a ser utilizado nos anos trinta e é 
frequentemente adoptado porque induz uma deformação ou tensão bastante uniforme e 
constante na amostra. Esta geometria é normalmente utilizada para sistemas homogéneos 
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líquidos ou para sistemas formados por partículas inferiores a 1 µm. A geometria de cone é 
normalmente designada pelo seu diâmetro e pelo seu ângulo. 
Para este sistema de medição, a tensão de corte aplicada é calculada com base na expressão 
(Eq.1.7): 
                                                                σ = 3M / 2piR3                                                 (1.7) 
 
onde M corresponde ao torque aplicado e R ao raio do cone.  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.12 - Representação esquemática dos sistemas de medição utilizados na realização do 
trabalho. (a)- sistema cone-placa; (b)- sistema placa-placa ou placas paralelas. 
 
 
O sistema de medição placa-placa (Fig. 1.12 b), sugerido por Mooney, permite efectuar 
medições em amostras contendo partículas na ordem dos micrómetros. No entanto, a 
tensão aplicada não é homogénea em toda a amostra, sendo o corpo sujeito a uma tensão 
máxima junto à periferia e inferior no centro. Relativamente à utilização do cone, a 
geometria de placas paralelas é vantajosa aquando da realização de ensaios envolvendo 
variação de temperatura. 
 
1.5.1.4 Caracterização Reológica de um Gel 
 
Um dos aspectos mais importantes na caracterização reológica de um gel diz respeito à 
análise do comportamento viscoelástico na vizinhança sol-gel. 
Quando estão criadas as condições favoráveis para a gelificação, ocorrerá um processo de 
associação intermolecular o qual leva à progressiva agregação de moléculas até que se 
atinge um ponto crítico onde a rede molecular ocupa todo o espaço disponível. Este ponto 
define o tempo de gelificação e corresponde ao momento onde a viscosidade do sistema 
tende para infinito e o módulo de equilíbrio diverge de zero. 
 a b 
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Do ponto de vista experimental, encontram-se vários critérios reológicos para detecção do 
ponto de gelificação. Um destes critérios e, provavelmente, o mais aplicado, baseia-se no 
momento para o qual G’=G’’, a determinada frequência de oscilação, ou seja, no momento 
a partir do qual o carácter elástico predomina relativamente ao carácter viscoso do sistema 
(Ross-Murphy, 1991). Este critério tem sido aplicado à gelificação de vários biopolímeros, 
por exemplo, a gelificação de pectinas (Lopes da Silva et al., 1998). Contudo, para 
polímeros sintéticos e biopolímeros, incluindo as proteínas do soro do leite (Ikeda, 2003), o 
tempo para o qual G’ cruza G’’ é dependente da frequência de oscilação. Uma vez que o 
tempo de gelificação é uma propriedade intrínseca do material, o critério de determinação 
do tempo de gelificação não pode, portanto, ser dependente das condições experimentais 
aplicadas. Assim, o tempo para o qual G’ ≅ G’’ não pode ser considerado um critério geral 
para a definição do ponto crítico correspondente à transição sol/gel, embora, o tempo para 
o qual G´ ≅ G’’ deva ser próximo do tempo real da transição sol/gel. 
Outros critérios são frequentemente utilizados. Saliente-se, por exemplo, o método baseado 
na identificação do momento para o qual G’ se torna superior ao valor de ruído do sinal do 
aparelho e o que define um tempo de latência determinado por extrapolação da zona de 
rápido aumento de G’ para o eixo de tempo.  
No entanto, o critério baseado na relação de potência seguida pelo módulo de relaxação no 
ponto de gel, demonstrada experimentalmente por Winter e co-autores (Winter e 
Chambon, 1986; Chambon et al, 1986; Winter et al, 1988), é actualmente aceite como o 
mais objectivo e fundamentado para avaliação do momento correspondente à transição sol-
gel. Como consequência, no ponto de gel, os módulos viscoelásticos seguem uma relação 
de potência relativamente à frequência de oscilação: 
 
                                                        G’(ω) ~ G’’(ω) ~ω∆                                                (1.8) 
                                        tan (δ) = G’’/G’ = constante = tan (∆pi/2)                               (1.9) 
 
sendo ∆ o expoente de relaxação, o qual depende da concentração, massa molecular e 
conformação do polímero. 
Assim, o ponto para o qual G’=G’’ é dependente da frequência, o que foi verificado 
experimentalmente, quer para géis físicos quer para géis químicos, e corresponderá ao 
ponto crítico de gelificação apenas para os casos em que ∆=0.5, o que mostra que o critério 
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de igualdade entre G’ e G’’ não pode ser aplicado universalmente como critério geral para 
definir o ponto crítico correspondente à transição sol/gel. 
 
1.5.2 Espectroscopia de Ressonância Magnética Nuclear 
 
As técnicas de espectroscopia de ressonância magnética nuclear (RMN) fundamentam-se 
na absorção selectiva de ondas de rádio por amostras colocadas num campo magnético. A 
amostra assim excitada regressa ao estado inicial emitindo energia radiante no domínio das 
radiofrequências. A determinação precisa dos valores destas radiofrequências emitidas e da 
velocidade com que a amostra regressa ao estado de partida (relaxação) constituem a 
essência da informação pormenorizada que é possível obter, quer sobre a estrutura 
molecular quer sobre a dinâmica interna e global das respectivas moléculas.  
 
A espectroscopia de RMN baseia-se na interacção magnética entre núcleos com spin 
(descritos por um nº quântico de spin, I, diferente de zero) expostos simultaneamente a 
fortes campos magnéticos e a radio-frequências contínuas ou pulsadas. A maioria dos 
elementos possui um isótopo magneticamente activo, o qual pode ser visualizado e 
estudado por técnicas de RMN. O número quântico de spin de um núcleo, I, pode assumir 
valores inteiros, semi-inteiros ou zero, dependendo do número atómico e do número de 
massa do elemento. Átomos como o 12C que possuem os spins emparelhados têm um 
número de spin total nulo, pelo que não apresentam propriedades magnéticas. Porém, 
noutros átomos, como por exemplo 1H e 13C, o número de spin total é diferente de zero, 
pelo que os átomos exibem propriedades magnéticas. 
 
Os núcleos animados de spin têm a si associados um momento angular de spin nuclear. 
Este é uma propriedade vectorial a cuja grandeza se exprime em termos de número 
quântico de spin I:  
                                                       a = [ I (I + 1)]1/2 h/2pi                                              (1.10) 
sendo h a constante de Planck.  
Associado a este momento angular, existe um momento magnético, µ, directamente 
proporcional a a, com a constante de proporcionalidade γ (Eq. 1.11), a razão magnetogírica 
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do núcleo em questão e que fornece informação acerca da sensibilidade de um núcleo em 
espectroscopia de RMN. 
                                                            µ = γa                                                         (1.11) 
Na presença de um campo magnético, os vários estados de spin nuclear (que adoptam um 
total de 2I+1 orientações) adquirem energia diferente. Assim, considerando um campo 
magnético, homogéneo e estático B0, aplicado a um conjunto de núcleos de I = ½ (por 
exemplo, 1H ou 13C), existem duas orientações possíveis e a energia associada ao estado de 
spin designado por α é diferente da correspondente ao estado designado β (Figura 1.13). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.13 - Separação dos níveis de energia de spin por acção de um campo magnético externo. 
 
A absorção global de energia e, portanto, a intensidade da transição espectroscópica, 
relaciona-se com a diferença de populações entre os estados α e β, sendo as populações 
iniciais dos níveis de energia determinadas segundo a distribuição de Boltzmann. 
Tendo em consideração que a separação entre dois níveis de energia depende do ambiente 
molecular do núcleo numa molécula, os espectros de RMN fornecem informação sobre o 
ambiente químico do núcleo, sendo a representação da quantidade de energia absorvida 
pelo núcleo em função da frequência da radiação aplicada designada por espectro de 
ressonância nuclear da molécula. O espectro de RMN é, hoje em dia, obtido a partir da 
Transformada de Fourier do gráfico designado por FID ou “free induction decay”, o qual 
regista a dissipação da energia inicialmente absorvida pela amostra. 
 
 
 
 
B0 ≠ 0 
E 
∆E = γ(h/2pi) B0 
β 
α 
mI = +1/2 
mI = -1/2 
α, β 
B0 = 0 
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1.5.2.1 Relaxação Longitudinal (T1) e Relaxação Transversal (T2) 
 
A interacção entre o campo magnético aplicado, B0, e o momento magnético nuclear, µ, 
resulta numa força de torque exercida em µ e perpendicular ao plano definido por B0 e µ, 
provocando uma rotação ou precessão de µ num cone em torno de B0 (Fig. 1.14 a).  
A soma de todos os momentos magnéticos individuais origina o momento magnético total 
ou magnetização total, M0, o qual alinha com B0 (Fig. 1.14) devido à distribuição aleatória 
dos momentos angulares de spin em torno de B0. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.14 - Representação esquemática de a)- Precessão do momento magnético nuclear em 
torno do campo magnético aplicado; b)- Magnetização total (M0). 
 
 
Após terminar a exposição da amostra à radiação incidente, M0 regressa à sua direcção e 
intensidade inicial, ocorrendo a dissipação de energia por diferentes mecanismos, entre os 
quais o processo de relaxação spin-rede ou longitudinal (T1) e o processo de relaxação 
spin-spin ou transversal (T2). 
 
Os processos de relaxação relacionam-se com a dinâmica do sistema em várias gamas de 
frequência de movimentos moleculares, isto é, várias gamas de tempos de correlação, τc, 
(tempo médio entre colisões moleculares para uma molécula num dado estado de 
movimento, ou seja, o tempo médio necessário para uma molécula alterar a sua 
orientação). 
 
A variação dos valores de T1 e de T2 com o tempo de correlação está ilustrada na Figura 
1.15. 
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Figura 1.15 – Representação esquemática da variação de T1 e T2 com o tempo de correlação. 
 
Em condições de tempos de correlação curtos (maior mobilidade), T1 e de T2 diminuem 
com o aumento de τc, devido à redução ou ausência de movimentos Brownianos. Para 
tempos de correlação longos (maior rigidez), T1 aumenta linearmente com τc, enquanto T2 
diminui. Desta forma, por determinação dos valores de T1 e de T2 é possível obter 
informação sobre os movimentos moleculares existentes na amostra. 
Para muitos líquidos, os valores de T1 e de T2 são aproximadamente iguais. Em sólidos ou 
semi-sólidos, os movimentos moleculares não são isotrópicos e, frequentemente, ocorrem 
vários movimentos independentes com diferentes energias de activação. Os valores de T1 
são, em sólidos, determinados pela difusão de spin (comunicação da magnetização entre 
spins próximos) pelo que a sua interpretação em termos de dinâmicos é dificultada, 
providenciando, no entanto, informação sobre a proximidade entre componentes no sólido.  
Saliente-se ainda que para sólidos cristalinos ou líquidos muito viscosos, os valores de T2 
são bastante pequenos, na ordem dos 10-6s. 
 
A teoria de Bloch assume que a recuperação da magnetização em z, Mz (componente da 
magnetização segundo o eixo z após um intervalo de tempo que segue o impulso) segue 
um comportamento exponencial, descrito por:  
 
                                                        dMz/ dt = (M0 – Mz) / T1                                        (1.12) 
                                                          Mz = M0 (1 – e-t/T1)                                               (1.13) 
 
em que M0 é a magnetização na situação de equilíbrio e T1 é a constante de tempo para este 
processo (Figura 1.16). 
                                                         
Log (Ti) 
Log (τc -1) 
Sólido Líquido 
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Figura 1.16 - Representação gráfica  da magnetização longitudinal, Mz, com o tempo. 
 
Desta forma, a qualquer momento que a magnetização seja deslocada do eixo z, ela tenderá 
a retornar a esse eixo, exponencialmente e com a constante de tempo T1.  
A medição dos valores de T1 pode ser realizada recorrendo a diferentes métodos, dos quais 
o mais vulgarmente usado é o método Inversão-recuperação, cuja sequência de pulsos é:  
 
                                                [180ox - τ - 90ox (FID) – td]n                                      (1.14) 
 
onde τ é o tempo entre o pulso de 180o e o pulso de 90o e td é o tempo de espera (“delay 
time”) que corresponde ao tempo entre duas sequências (novo pulso de 180o). 
Todos os protões são irradiados simultaneamente com um pulso de 180o alinhando-se o 
vector M0 segundo o eixo – z. Após um período τ, durante o qual, a magnetização relaxa, 
o vector M0 recupera parcialmente a sua posição no eixo z. Essa componente é lida após 
um pulso de 90ox.  
A Figura 1.17 mostra um resultado típico da experiência de inversão-recuperação:  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.17 - Conjunto de espectros obtidos ao longo de uma experiência de medição de tempos 
de relaxação T1por aplicação do método inversão-recuperação. 
 
 
 
Sinais negativos 
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Os gráficos de variação da intensidade de cada pico em função de τ serão semelhantes ao 
mostrado na Figura 1.16 e permitem o cálculo dos valores de T1. 
A relaxação spin-spin ou transversal, determinada por T2, pode ser descrita por 
 
                                                    My(t) = My(0) exp(-τ / T2)                                              (1.15)      
 
Sendo My(t) a componente da magnetização segundo y  após um intervalo de tempo τ que 
segue o pulso; e My(0) é a componente da magnetização segundo o eixo y após aplicação 
de um pulso. 
A magnetização transversal apresenta um decaimento exponencial ilustrado na Figura 1.18. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.18 - Representação gráfica  da magnetização transversal, My, com o tempo. 
 
O tempo de relaxação T2 pode ser determinado recorrendo ao método de Carr-Purcell-
Meibom-Gill (CPMG) descrito pela sequência de pulsos (Eq. 1.16): 
 
                                          90ox – [τ - 180oy - τ - echo]n                                                (1.16) 
 
Um pulso inicial de 90ox alinha a magnetização, M0, na direcção +y. Devido à não 
homogeneidade do campo, os vectores de magnetização perdem a coerência de fase da 
magnetização e o sinal decai. Um pulso de 180o na direcção +y é aplicado com o objectivo 
de refocar o vector de magnetização. Assim, a cada 2τ é produzido um eco. 
O processo é repetido por aplicação de pulsos de 180ox obtendo-se uma série de ecos, cujas 
amplitudes decaem à medida que a relaxação spin-spin ocorre (Fig. 1.19).  
My 
t 
My/e 
T2 
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Figura 1.19 - Conjunto de espectros obtidos ao longo de uma experiência de medição de tempos 
de relaxação T2 por aplicação do método Carr-Purcell-Meibom-Gill 
 
 
1.5.2.2 Rotação segundo o ângulo mágico (MAS) 
 
 
De forma a evitar o alargamento dos picos no espectro de amostras sólidas, é utilizada a 
técnica de MAS, a qual consiste na rotação da amostra sólida em torno de um eixo segundo 
um ângulo, β, de 54.74º, o chamado ângulo mágico. Uma vez que a função 3cos2θ-1 se 
anula para θ = 54.74º, o alinhamento de todos os vectores segundo este ângulo anula a 
interacção dipolar e as interacções de desvio químico, dando apenas um único valor de 
desvio químico, correspondente ao valor isotrópico observado em RMN de líquidos. 
A técnica de HR-MAS consiste na aplicação da rotação segundo o ângulo mágico (MAS) 
mas utilizando uma sonda própria que tem uma electrónica optimizada e permite o uso de 
um sinal de “lock”, tal como em líquidos. Além disso, o uso de um rotor que confere uma 
geometria esférica ou semi-esférica à amostra permite melhorar a resolução dos espectros 
obtidos. 
 
1.5.3. Microscopia Confocal de Varrimento Laser 
 
A microscopia confocal de varrimento laser (CLSM) é uma poderosa ferramenta para 
visualizar a estrutura de misturas de biopolímeros (van de Velde et al., 2003). A 
combinação de métodos microscópicos com outras técnicas promove o conhecimento do 
papel estrutural dos componentes individuais e o seu efeito na microestrutura dos produtos 
alimentares como um todo. 
O microscópio confocal combina o microscópio óptico de fluorescência com a análise 
electrónica da imagem, proporcionando imagens a três dimensões. 
Diminuição 
da 
Intensidade  
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Esta técnica microscópica, ao contrário da microscopia electrónica, não requer uma 
preparação extensiva da amostra, sendo apenas necessário adicionar um corante 
fluorescente que se ligue à fracção que se pretende visualizar.  
A Figura 1.24 mostra uma representação esquemática das partes constituintes do 
microscópio confocal de varrimento laser.  
No microscópio confocal, a iluminação é realizada por um feixe delgado de raios laser de 
comprimento de onda bem definido. Este laser foca num pequeno ponto do plano confocal 
da amostra e o espelho de varrimento (“scanning mirror”), controlado por computador, 
move o feixe nas direcções x-y, varrendo desta forma o plano confocal (daí a designação 
de microscópio de varrimento). 
A luz fluorescente emitida pela amostra, como resultado da adição de um corante 
fluorescente, é captada por uma lente objectiva e focada num pequeno ”pinhole” para 
eliminar os “out-of- focus light”. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.24 – Representação esquemática dos principais constituintes do microscópio confocal de 
varrimento laser. (Adaptado de van de Velde et al., 2003) 
 
Assim, no microscópio confocal, o feixe de raios laser varre o corte, iluminando, ponto por 
ponto, apenas um determinado plano da amostra. A imagem é formada apenas pelas 
estruturas que se encontram no plano de varrimento, sem que os componentes situados 
noutros planos contribuam para a formação da imagem. Não somente a imagem é muito 
nítida, como também a amostra pode ser "cortada" opticamente em vários planos.  
Geralmente, é adicionada à amostra um composto fluorescente (corante) e a luz emitida é 
captada por um sistema de vídeo, digitalizada em computador e acessível num monitor. As 
plano 
confocal 
amostra 
detector 
laser 
Lente objectiva 
Adaptado de van de Velde et al., 2003 
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imagens dos "cortes ópticos" assim obtidas podem ser armazenadas em suporte informático 
e utilizadas posteriormente para reconstituição da imagem tridimensional, ou para cálculos 
biométricos (áreas, volumes). 
 
Vários trabalhos publicados têm mostrado a potencialidade e aplicabilidade desta técnica 
microscópica para o estudo de sistemas mistos. 
A microscopia confocal de varrimento laser tornou-se, actualmente, uma técnica 
complementar para o estudo reológico de sistemas, uma vez que permite analisar e 
comprovar situações que, muitas vezes, à escala reológica não são detectáveis. Saliente-se 
por exemplo, a separação de fases. Frequentemente, este processo não é detectável a nível 
dos ensaios reológicos mas a nível de microestrutura é possível avaliar e analisar o referido 
processo.  
Hemar et al. (2001) mostrou, através da aplicação de CLSM, que a adição de goma 
xantana a concentrados de PSL, conduz à agregação proteica, diminuindo o tamanho dos 
respectivos agregados com o aumento da concentração do polissacarídeo. 
Simultaneamente, através de CLSM é possível avaliar o tamanho e forma dos agregados. 
Verificou-se ainda que a adição de goma xantana, principalmente em baixas 
concentrações, conduz à separação de fases, o que se traduz numa microestrutura 
heterogénea, com a fluorescência distribuída não uniformemente. Muitos outros 
investigadores têm recorrido a técnicas microscópicas de CLSM para mostrar e evidenciar 
a compatibilidade ou incompatibilidade entre proteínas e polissacarídeos, assim como, os 
factores que contribuem para tal situação.  
Turgeon e Beaulieu (2001) utilizaram CLSM nos seus estudos para avaliar o efeito de 
factores como pH e adição de catiões na microestrutura dos géis de PSL, relacionando-a 
com o respectivo comportamento reológico.  
Mais recentemente, Tavares et al. (2005) avaliaram o efeito do grau de ramificação de 
galactomananas nas propriedades gelificantes das PSL, recorrendo à utilização e análise de 
CLSM dos sistemas mistos. Através desta técnica, verificou-se que os géis mistos 
comportaram-se como sistemas bifásicos, resultante da separação de fases entre o 
polissacarídeo e a proteína, consequência da incompatibilidade entre ambos. Tal situação 
não foi detectada pelo estudo da viscoelasticidade do sistema, o que mostra uma potencial 
vantagem da utilização de CLSM aliado aos ensaios reológicos. Foi ainda possível estudar 
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a contribuição do grau de ramificação do polissacarídeo para a formação e evolução da 
microestrutura dos géis mistos. 
 
Neste sentido, a aplicação da técnica de CLSM no trabalho aqui apresentado permitirá 
estudar a microestrutura dos sistemas PSL/GA, assim como avaliar o efeito da massa 
molecular do polissacarídeo e a respectiva contribuição para as características finais dos 
géis mistos. 
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Neste capítulo descreve-se a purificação da goma de alfarroba comercial e a produção 
de fracções com diferentes massas moleculares, por hidrólise enzimática controlada. No 
seguimento do trabalho, foram determinados os parâmetros físico-químicos das fracções 
hidrolisadas e procedeu-se à sua caracterização reológica.  
 
2.1 Introdução 
 
Como já foi referido anteriormente, a goma de alfarroba é um polissacarídeo vegetal de 
grande aplicabilidade nas indústrias alimentares, têxteis, petrolíferas, cosméticas e do 
papel. 
Aliada ao seu baixo custo económico, elevada disponibilidade comercial e capacidade 
de formar soluções muito viscosas a baixas concentrações, a arquitectura estrutural e 
química deste biopolímero pode ser fácil e selectivamente alterada de forma a melhorar 
e desenvolver formulações de GA, abrindo novas oportunidades de aplicação deste 
polissacarídeo. 
Vários estudos sobre a despolimerização de polissacarídeos têm sido realizados devido 
ao elevado interesse e utilização de novas matérias-primas para a produção de 
alimentos, óleos e produtos químicos, bem como para o desenvolvimento e 
melhoramento dos processos produtivos.  
Tayal et al (1999 a,b) e Cheng et al (2002) realizaram trabalhos com a goma de guar e 
demonstraram a versatilidade deste polímero para a despolimerização por diferentes 
mecanismos de degradação, nomeadamente, a irradiação por ultra-sons, a hidrólise 
química e enzimática. 
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Na GA três tipos de ligações são susceptíveis à hidrólise enzimática: as ligações endo- e 
exo- β-1,4 do esqueleto principal da GA e as ligações α-1,6 entre as unidades de 
manose e as cadeias laterais de galactose (Fig. 2.1). As enzimas que clivam estas 
ligações são, respectivamente, a endo- e exo-β-mananase e a α-galactosidase. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.1- Representação esquemática das ligações susceptíveis à acção enzimática da β-
mananase e da α-galactosidase. 
 
O objectivo desta parte do trabalho é produzir, a partir da GA purificada, amostras de 
GA com diferentes massas moleculares, recorrendo-se para tal à hidrólise enzimática 
controlada com β-mananase. 
 
As propriedades das soluções de polímeros são controladas por características 
moleculares, tais como a massa molecular, a viscosidade intrínseca e a estrutura 
química. Desta forma, o controlo da hidrólise enzimática pode ser importante, quando 
se pretendem obter soluções de biopolímeros com propriedades reológicas específicas.  
A hidrólise enzimática de polímeros naturais com β-mananase é um fenómeno 
complexo que envolve alterações significativas na viscosidade das soluções à medida 
que a macromolécula vai sendo progressivamente degradada em unidades de menor 
massa molecular (Tayal et al., 1999 a,b; Cheng e Prud’homme, 2000; Cheng et al., 
2002).  
Sendo a degradação de polímeros amplamente estudada, vários modelos foram sendo 
propostos ao longo do tempo. Inicialmente, foi apresentado um modelo segundo o qual, 
ligação β-(1→4): local 
de corte da β-mananase 
 
  ligação α-(1→6): local de acção 
  da α-galactosidase 
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todas as ligações do polissacarídeo teriam igual probabilidade de serem clivadas, o que 
resultaria, portanto, numa degradação ao acaso. Modelos analíticos subsequentes, 
propuseram a existência de polidispersidade de massas moleculares durante a 
degradação enzimática, tendo-se considerado que a clivagem das ligações seria uma 
função do comprimento da cadeia, bem como da localização das ligações no interior da 
cadeia do polissacarídeo (Cheng e Prud’homme, 2000).    
Estudos realizados sobre hidrólise enzimática em galactomananas demonstraram que o 
acesso enzimático aos locais de clivagem no polímero é influenciado por diferentes 
variáveis, nomeadamente, concentração do polímero, concentração da enzima e grau de 
ramificação.  
Relativamente à concentração de enzima, Cheng et al. (2002) constataram que para 
baixas concentrações enzimáticas, as cadeias do polímero mais próximas da enzima são 
preferencialmente clivadas em detrimento das cadeias do polissacarídeo que estão mais 
afastadas, sendo tal situação mais pronunciada à medida que se aumenta o tempo de 
hidrólise. Assim sendo, as fracções obtidas apresentam massas moleculares 
polidispersas.  
No que diz respeito ao grau de ramificação, constatou-se que a hidrólise de 
galactomananas é fortemente influenciada pela quantidade de resíduos de galactose 
ligados ao esqueleto principal de manose (Dea e Morrison, 1975). Estudos efectuados 
permitiram inferir que a enzima β-mananase apresenta elevada actividade nas regiões 
não substituídas da cadeia principal, havendo consequentemente, diferenças de 
reactividade ao longo da cadeia do polímero, o que sugere uma degradação não 
aleatória, resultando na acumulação de pequenos fragmentos e uma dispersidade 
significativa nas massas moleculares das fracções hidrolisadas. 
 
Assim, relacionar as propriedades estruturais dos biopolímeros, nomeadamente, a massa 
molecular, com o respectivo comportamento reológico é importante quer para o 
desenvolvimento fundamental do conhecimento dos biopolímeros, quer para o 
melhoramento e aperfeiçoamento da aplicação destes polissacarídeos na indústria.  
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2.1.1 Fundamentos Teóricos 
 
As propriedades funcionais dos biopolímeros dependem essencialmente da forma como 
ocupam o espaço disponível, ou seja, das suas propriedades conformacionais. 
Uma característica comum à maioria dos polissacarídeos é a sua capacidade para 
aumentar a viscosidade do meio aquoso onde se incorporam, essencialmente devido à 
sua elevada massa molecular. 
O conhecimento das propriedades de escoamento de soluções aquosas ou dispersões de 
polissacarídeos é essencial para a compreensão da origem molecular do processo de 
espessamento e de importância relevante para a aplicação industrial destes 
biopolímeros. 
A Reologia como ramo da ciência dedicado ao estudo da deformação e escoamento da 
matéria, tem contribuído de forma decisiva para o avanço do conhecimento nesta área. 
 
2.1.1.1 Viscosidade Intrínseca 
 
A viscosidade intrínseca ([η]) é um parâmetro fundamental para a interpretação do 
comportamento reológico em escoamento exibido por soluções de polímeros. Esta 
propriedade, característica de determinada molécula isolada em determinado solvente, 
relaciona-se com o volume hidrodinâmico ocupado pela macromolécula, dependendo 
essencialmente da massa molecular, da conformação da macromolécula e da 
“qualidade” do solvente onde se encontra. 
 
A viscosidade intrínseca define-se como: 
 
 
 
sendo ηs a viscosidade do solvente, η a viscosidade da solução do polímero e c a 
concentração do polímero. 
Para a determinação desta grandeza, normalmente recorre-se à aplicação das equações 
de Huggins (Eq. 2.2) e de Kraemer (Eq. 2.3): 
 
(2.1) [η] =    (η - ηs) 
               ηs c      c→0 
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ηsp/c = [η] + k1 [η]2 c 
 
(ln ηrel)/c = [η] + k2[η]2c 
 
sendo ηsp a viscosidade específica, ηrel a viscosidade relativa, c a concentração da 
solução do polímero e k1e k2 as constantes de Huggins e de Kraemer, respectivamente.  
 
2.1.1.2 Viscosidade Aparente: Entrelaçamento Molecular e Efeito da Taxa de 
Deformação 
 
Soluções diluídas de biopolímeros exibem, geralmente, comportamento newtoniano 
enquanto soluções semi-diluídas e concentradas apresentam comportamento 
reofluidificante: a viscosidade diminui com o aumento da taxa de deformação imposta 
ao sistema. Este comportamento é explicado com base no conceito de entrelaçamento 
macromolecular e no seu progressivo rompimento e alinhamento das macromoléculas 
no sentido do escoamento à medida que aumenta a taxa de deformação a que a amostra 
está sujeita. Em regime de baixas taxas de deformação, quando o inverso da taxa de 
deformação é superior ao tempo necessário para ocorrer entrelaçamento 
macromolecular, a densidade média de entrelaçamento macromolecular permanece 
constante, o que corresponde à zona newtoniana de viscosidade constante. A densidade 
de entrelaçamento macromolecular começa a diminuir para uma taxa de deformação 
crítica, acima da qual se verifica uma diminuição de viscosidade. 
Diversos modelos reológicos podem ser aplicados para descrever o comportamento 
reofluidificante de soluções de biopolímeros. Entre os mais utilizados, com resultados 
satisfatórios, encontram-se os modelos de Cross (Eq. 2.4) e de Carreau (Eq. 2.5): 
 
                                       η = η∞ + (ηo - η∞)/(1 + αγ m) 
 
                                       η = η∞ + (ηo - η∞)/(1 + (λγ )2)N 
 
(2.2) 
 
 
(2.3) 
(2.4) 
 
 
(2.5) . 
.  
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sendo η a viscosidade aparente, ηo a viscosidade a taxa de deformação nula, η∞ a 
viscosidade a taxa de deformação infinita, γ a taxa de deformação, α e λ tempos de 
relaxação característicos, e m e N constantes. 
 
2.1.1.3 Influência da Concentração do Biopolímero 
 
Para soluções de biopolímeros com concentração moderada, a viscosidade e o 
comportamento em escoamento são principalmente controlados pelo grau de 
perturbação que cada macromolécula exerce nas suas vizinhas, caracterizado pelo 
parâmetro de interpenetração macromolecular (“coil overlap parameter”, c[η]). Este 
parâmetro adimensional, indicativo do volume ocupado por determinada 
macromolécula em solução, é frequentemente utilizado para generalizar o 
comportamento de diferentes biopolímeros (Lapasin e Pricl, 1999). 
A influência da concentração do biopolímero sobre a viscosidade a taxa de deformação 
nula (ηo) é geralmente interpretada com base no tratamento gráfico de log ηsp versus log 
c[η]. Deste modo, é possível a obtenção de curvas mestras que generalizam e descrevem 
o comportamento de determinados grupos de biopolímeros. A transição entre os regimes 
diluído e concentrado não ocorre para uma concentração bem definida, correspondendo 
sim a uma gama de concentrações conhecida como região semi-diluída (c1 < c < c2, 
onde, c1 corresponde à concentração crítica correspondente à transição entre regime 
diluído e regime semi-diluído; e c2, corresponde à concentração crítica referente à 
transição entre o regime semi-diluído e regime concentrado).  
 
2.1.1.4 Propriedades Viscoelásticas de Soluções Aquosas de Polissacarídeos 
 
As soluções e dispersões de biopolímeros apresentam um comportamento intermédio 
entre um sólido perfeito (corpo de Hooke) e um líquido ideal (fluído de Newton), isto é 
exibem comportamento viscoelástico. A caracterização do comportamento reológico de 
sistemas viscoelásticos é geralmente realizada através de ensaios dinâmicos oscilatórios 
a baixa amplitude de deformação, os quais permitem avaliar a organização 
macromolecular, incluindo aspectos conformacionais e interacções intermoleculares. 
. 
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O comportamento viscoelástico de soluções e dispersões de biopolímeros é traduzido 
por vários parâmetros reológicos, salientando-se, o módulo de conservação, G’, o qual 
se relaciona com a energia armazenada em cada ciclo de solicitação da amostra, o 
módulo de perda, G’’, o qual se relaciona com a energia perdida, e a viscosidade 
complexa (η*). 
O estudo do comportamento viscoelástico de soluções de biopolímeros, recorrendo a 
ensaios dinâmicos, baseia-se, normalmente, no denominado espectro mecânico: 
Avaliação da influência da frequência de oscilação (ω) sobre os módulos viscoelásticos 
(G’ e G’’). 
Vários investigadores dedicaram-se ao estudo dos factores que influenciam o 
comportamento viscoelástico dos biopolímeros, nomeadamente a influência da 
concentração do polímero e da temperatura, tendo-se constatado que muitas das 
propriedades são comuns ao comportamento viscoelástico dos diferentes biopolímeros: 
o aumento da concentração e/ou a diminuição da temperatura causam, geralmente, o 
aumento do carácter elástico do sistema. A influência da frequência de oscilação, à qual 
se submete o sistema, sobre o módulo de conservação, uma medida da energia elástica 
armazenada durante a oscilação, e sobre a viscosidade complexa, diminui quando a 
concentração do polímero, a densidade de entrelaçamento macromolecular, ou o 
desenvolvimento de estruturação no interior do sistema aumentam. 
Para soluções diluídas, e para baixas frequências de oscilação, o comportamento 
viscoelástico é controlado pelo movimento translacional das macromoléculas, sendo o 
módulo de perda mais elevado do que o módulo de conservação: G’’ é essencialmente 
proporcional à frequência enquanto G’ ∝ ω2, e a viscosidade complexa é praticamente 
independente da frequência, já que o comportamento se aproxima do newtoniano. Para 
frequências elevadas, G’ aumenta devido a distorção macromolecular e aproxima-se da 
magnitude de G’’; as macromoléculas são agora forçadas a assumir conformações sob 
tensão, e mais energia elástica é armazenada. 
Para soluções semi-diluídas e concentradas, o comportamento observado pode ser 
dividido em dois tipos diferentes: Aquele que se verifica para para biopolímeros que 
interagem apenas por interpenetração física, como é o caso da maioria dos 
polissacarídeos com conformação desordenada em solução (p.ex. GM), e aquele que se 
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Figura 2.2- Goma de alfarroba 
em vagem, grão e pulverizada 
 
verifica para biopolímeros com conformações mais rígidas e estruturas mais ordenadas 
em solução (p.ex. goma xantana). 
Para o primeiro grupo de polissacarídeos referidos anteriormente, o comportamento 
viscoelástico a baixa frequência é semelhante ao observado para soluções diluídas, 
sendo G’’>>G’. À medida que a frequência aumenta, G´ também aumenta, pelo que a 
frequências suficientemente elevadas, torna-se mesmo mais elevado que G’’ e pouco 
dependente da frequência.  
Para o segundo grupo de polissacarídeos, G’ é mais elevado e a sua dependência 
relativamente à frequência diminui. 
 
2.2 Material e Métodos 

2.2.1. Purificação da Goma de Alfarroba Comercial 
 
A amostra comercial da GA (LBG HG M200) foi gentilmente cedida pela INDAL 
(Indústrias de Alfarroba, Lda – Faro, Portugal). 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.2- Goma de alfarroba em vagem, grão e pulverizada 
 
Um dos problemas que existe com as gomas comerciais existentes no mercado, é o facto 
de existir uma grande variabilidade na qualidade das várias marcas, resultante da 
diferente origem e eficiência do processamento das amostras de GA, o que depois se 
manifesta na variação das propriedades funcionais das gomas quando inseridas nos 
sistemas alimentares. Uma forma de reduzir o problema é purificar os polissacarídeos 
comerciais. A purificação destes polissacarídeos reduz ou elimina o sabor inaceitável 
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das gomas comerciais assim como clarifica as soluções destas gomas devido à 
eliminação das impurezas e enzimas (Lopes da Silva e Gonçalves, 1990).  
O procedimento adoptado para a purificação da GA comercial (GAc) encontra-se 
esquematizado na Figura 2.3. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.3- Esquema de purificação da goma de alfarroba comercial 
 
 
12 h a 4oC 
Maceração 
Secagem a 30oC
1 h a ToC ambiente 
Dispersão da GAc 
em água destilada 
Aquecimento em banho 
de água: 90oC por 30 min 
Centrifugação 
(24400 rpm x 20 min; 20oC) 
Precipitação do 
sobrenadante  (4 x EtOH) 
Filtração 
Lavagem 
2 x EtOH + 2 x Acetona 
Filtração 
GA purificada
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2.2.2 Determinação de Cinzas, Humidade e Conteúdo Proteico 
 
O teor de humidade e cinzas das amostras de GA comercial e purificada (GAc e GAp), 
foi determinado de acordo com o “Food Chemicals Codex” (1981).  
A quantidade de proteína existente nestas amostras foi determinada por quantificação de 
azoto pelo método de Kjeldahl, utilizando um factor de conversão de 5.87 (Lopes da 
Silva e Gonçalves, 1990).  
 
2.2.3 Hidrólise Enzimática da Goma de Alfarroba com β-mananase 
 
2.2.3.1 Preparação da Solução de Goma de Alfarroba para Hidrólise Enzimática 
 
Preparou-se uma solução de GA 0.5% (m/v), adicionando lentamente, a quantidade 
necessária de polissacarídeo ao solvente (água destilada), sob agitação vigorosa. 
Aproximadamente 0.02% de azida de sódio (NaN3) foi adicionada como conservante. 
Manteve-se a dispersão a agitar durante 1 h e seguidamente colocou-se num banho de 
água a 90ºC (Richardson et al., 1998), onde se manteve em agitação durante 30 min. A 
solução resultante, depois de arrefecida à temperatura ambiente, foi centrifugada 
durante 20 min a 24400 r.p.m. (20ºC), sendo recolhido o sobrenadante.  
 
2.2.3.2 Preparação da Solução Enzimática de β-mananase 
 
A enzima endo-β-mananase (Megazine Inc., Irlanda) foi utilizada para fragmentar as 
ligações β-1,4 do esqueleto principal da GA. A enzima comercial, fornecida numa 
suspensão de sulfato de amónio, foi diluída de forma a obter-se a solução enzimática na 
concentração pretendida: Adicionou-se 5 µL da suspensão enzimática a 10 mL de 
acetato de sódio, pH 5. A solução preparada foi conservada no congelador. 
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2.2.3.3 Reacção de Hidrólise Enzimática da Goma de Alfarroba com β-mananase 
 
A reacção de hidrólise foi realizada num recipiente fechado, o qual foi colocado num 
banho de água à temperatura constante de 40oC (a esta temperatura, a actividade 
enzimática é máxima). 
Primeiro, preparam-se 600 mL de solução (0.5% m/v) de GA como descrito na secção 
2.2.3.1. De seguida, adicionou-se a esta solução de GA, 0.5 mL de solução enzimática, 
obtendo-se uma actividade enzimática de 2 x 10-4 U/mL de solução de GA (uma 
unidade de actividade corresponde à quantidade de enzima necessária para libertar uma 
micromole de produto por minuto a pH 5 a 40oC) (McCleary et al., 1981; Pai e Khan, 
2002).  
A reacção de hidrólise decorreu sob agitação e durante diferentes períodos de tempo, de 
modo a obter GA com diferentes massas moleculares. 
De forma análoga, preparou-se uma amostra controlo (branco), à qual foi adicionado 
acetato de sódio 0.1 mol/dm3, pH 5, em volume equivalente ao adicionado de solução 
enzimática. 
Aliquotas da mistura (solução de GA e solução enzimática) foram sendo removidas a 
diferentes tempos (10, 30, 60, 120, 180, 360 e 960 min) e imediatamente aquecidas a 
100oC durante 10 min, para desnaturar a enzima e parar a reacção de hidrólise. Cada 
fracção, incluindo a correspondente ao controlo, depois de arrefecida à temperatura 
ambiente, foi precipitada em excesso de etanol (4:1). Os precipitados obtidos foram 
acondicionados em câmara fria (4oC) por 12 h, sendo posteriormente lavados com 
etanol e acetona. Procedeu-se à filtração de cada precipitado e deixou-se secar a 30oC 
durante a noite. As amostras secas foram pulverizadas a um pó fino e armazenadas num 
exsicador. 
De forma a obterem-se as quantidades necessárias de cada uma das fracções de GA, este 
procedimento foi repetido várias vezes, passando-se a realizar cada reacção de hidrólise 
para um tempo de reacção específico. 
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2.2.4 Caracterização das Fracções de GA com Diferentes Massas Moleculares 
 
2.2.4.1 Determinação de Massas Moleculares por GPC 
 
A análise por GPC das fracções obtidas foi realizada num aparelho PL-GPC 110 system 
(Polymer Laboratories Ldt, U.K.) equipado com pré-coluna Plaguagel-OH 15 µm e 
duas colunas em série Plaguagel-OH 40, 15 µm, 300 x 7.5 mm e Plaguagel-OH 60, 15 
µm, 300 x 7 mm, e detector de índice de refracção. O sistema de injecção e colunas foi 
mantido a 40oC, e o fluxo do eluente (0.1 mol/dm3 NaNO3 com 0.02% NaN3) foi de 0.9 
mL/min. 
Para a avaliação das massas moleculares das fracções obtidas, foram preparadas 
soluções de cada uma das fracções, seguindo o procedimento descrito na secção 2.2.3.1. 
A concentração das soluções aquosas das fracções de GA variou em função da 
viscosidade da amostra, tendo-se utilizado concentrações na gama entre 0.05% e 0.1% 
(m/v). Todas as soluções, antes de injectadas, foram filtradas com filtro 0.45 µm. 
As colunas foram calibradas com padrões de pululanos comerciais com massas 
moleculares (Mw) entre 5.8 e 1600 kDa, construindo-se posteriormente a respectiva 
curva de calibração. 
A massa molecular média em massa (Mw) e a massa molecular média em número (Mn) 
foram calculadas por aplicação das equações 2.6 e 2.7, respectivamente. 
 
 
 
 
 
 
 
 
sendo ni, o número de moléculas e Mi, a respectiva massa . 
 
 
 
Mw =  
   (ni.Mi).Mi 
 ni.Mi 
(2.6) 
Mn =  
   ni.Mi 
   ni 
     (2.7) 
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2.2.4.2 Determinação da Viscosidade Intrínseca das Fracções de GA 
 
Preparou-se uma solução 0.5% (m/v), de acordo com a secção 2.2.3.1, cuja 
concentração final foi determinada por resíduo seco (105oC, 12 h). 
A partir desta solução prepararam-se soluções diluídas, de forma a que a viscosidade 
relativa (ηrel) se enquadrasse no intervalo 1.2 < ηrel > 2.0 (Morris et al., 1981), uma vez 
que nestas condições a viscosidade é essencialmente newtoniana.  
As viscosidades intrínsecas determinaram-se por aplicação das equações de Huggins e 
Kraemer, já mencionadas na secção 2.1.1.1 (Eq. 2.2 e Eq. 2.3). 
As viscosidades específica (ηsp) e relativa (ηrel ) foram obtidas por medição dos tempos 
de escoamento das soluções diluídas, à temperatura de 25 ± 0.01ºC, utilizando um 
viscosímetro capilar Cannon-Fenske.  
 
2.2.4.3 Determinação da Razão Manose/Galactose das Fracções de GA 
 
 
As razões manose/galactose (Man/Gal) das fracções de GA com diferentes massas 
moleculares foram determinadas por quantificação de açúcares neutros, por 
cromatografia em fase gasosa (GC), tendo-se seguido o procedimento descrito por 
Blakeney et al. (1983). 
Cada amostra foi hidrolisada com ácido sulfúrico 1 mol/dm3 e em seguida, os 
monossacarídeos obtidos foram convertidos em acetatos de alditol por acção de 
borohidreto de sódio e anidrido acético. Os acetatos de alditol foram dissolvidos em 
acetona anidra e analisados por cromatografia de gás utilizando como padrão interno a 
2-desoxi-glucose.  
O cromatógrafo utilizado foi Carlo Erba 6000 série 2 com detector FID, equipado com 
uma coluna DB – 225 (J&W) com 30 m de comprimento, 0.25 mm de diâmetro interno 
e 0.15 µm de espessura de filme. O gás de arraste foi o hidrogénio com uma velocidade 
de fluxo de 1 mL/min. Depois da injecção a temperatura foi mantida a 220ºC durante 4 
min sendo depois aumentada, a 25ºC/min, até aos 230ºC onde se manteve durante 6.5 
min. As temperaturas do injector e do detector mantiveram-se nos 220o e 230ºC 
respectivamente. 
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2.2.5 Caracterização Reológica das Fracções de GA  
 
Procedeu-se à preparação da solução de GA seguindo o procedimento referido em 
2.2.3.1, para a concentração mais elevada possível, concentração esta relacionada com o 
limite de solubilidade e com a possibilidade de homogeneização adequada da amostra. 
Uma vez determinada a concentração rigorosa desta solução inicial (por resíduo seco, 
105oC, 12 h), foi realizada uma série de diluições. As soluções diluídas foram agitadas 
durante 30 min e desgaseificadas de forma a remover eventuais bolhas de ar. 
As amostras foram, então, submetidas a ensaios de escoamento e oscilatórios 
(varrimentos em frequência a baixa amplitude de deformação). Os testes reológicos 
foram efectuados a 25oC, num reómetro TA AR-1000, utilizando um sistema de 
medição cone-placa. 
Em função da diluição da solução foram utilizados dois tipos de cone, de forma a ser 
possível submeter a amostra a baixas tensões: para as soluções mais diluídas usou-se um 
cone de acrílico com 60 mm de diâmetro e 2o de ângulo e, para as mais concentradas, 
um cone em aço com 40 mm de diâmetro. 
 
2.3. Resultados e Discussão 
 
2.3.1. Purificação da Amostra Comercial 
 
A GA comercial foi purificada com um rendimento médio de 74%. Por análise da 
Figura 2.4 pode-se comparar os valores de cinzas, humidade e conteúdo proteico para a 
GA comercial (GAc) e para a GA purificada (GAp). 
Constata-se que, após purificação, o conteúdo proteico e as cinzas diminuem 
significativamente, enquanto que o nível de humidade aumenta. Observações 
semelhantes foram descritas por Lopes da Silva e Gonçalves (1990). 
Estes resultados são explicáveis tendo em conta que o processo de purificação permite 
remover material de natureza proteica inerente à própria constituição das sementes de 
alfarroba, quer do próprio endosperma quer contaminantes do gérmen, nomeadamente 
enzimas, como β-mananases, α-galactosidases e β-manosidases.  
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Figura 2.4- Comparação de algumas propriedades físico-químicas da GAc ( preto) e da GAp 
(cinzento) 
 
O aumento de humidade nas amostras de GA purificadas reflecte, provavelmente, um 
défice de secagem das amostras. 
Com a purificação, obtêm-se amostras de GA mais solúveis, sendo as soluções aquosas 
resultantes mais claras e estáveis do que as obtidas com a GA comercial. 
 
2.3.2 Caracterização das Fracções de GA com Diferentes Massas Moleculares 
 
2.3.2.1 Determinação das características físico-químicas 
 
Os cromatogramas apresentados na Figura 2.5 traduzem o perfil de massas moleculares 
das fracções de GA obtidas por hidrólise enzimática controlada. 
Tendo em conta que na cromatografia de permeação em gel, as moléculas mais 
pequenas, penetram nos poros da fase estacionária da coluna, sendo por isso, retidas 
durante um maior período de tempo, constata-se que quanto menor o tempo de 
hidrólise, mais rápida é a eluição da amostra e, portanto, maior será a massa molecular 
da fracção. 
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Figura 2.5 - Perfil dos cromatogramas de GPC das fracções hidrolisadas de  GA, obtidas após 
diferentes tempos de reacção com β-mananase 
 
Outro aspecto a salientar, é o facto dos picos alargarem à medida que o tempo de 
retenção aumenta. Observações semelhantes foram descritas e atribuídas ao aumento da 
polidispersidade de massas moleculares à medida que a hidrólise enzimática vai 
decorrendo (Tayal et al., 1999a). No entanto, contrariamente ao descrito na literatura 
para a despolimerização da GG (Tayal et al., 1999b; Cheng et al., 2002), a distribuição 
de massas moleculares, no caso da GA, não sofre uma alteração significativa com o 
tempo de hidrólise (Tabela 2.1), o que se traduz num valor praticamente constante de 
Mw/Mn. Esta observação sugere que a degradação enzimática da GA ocorre de forma 
mais aleatória do que a correspondente hidrólise da GG. Esta situação poderá ser 
atribuída à maior acessibilidade da enzima à cadeia principal de manoses na GA, em 
virtude do menor grau de ramificação desta goma, e/ou a uma diferente distribuição dos 
resíduos de galactose ao longo do esqueleto principal da GA, o que provavelmente 
resultará de uma distribuição aleatória dos referidos resíduos. Assim, esta observação é 
compreensível tendo em conta que a enzima utilizada na degradação da GA corta as 
ligações β-1,4 do esqueleto principal da GA, preferencialmente nas regiões 
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desramificadas, pelo que existem diferenças de reactividade nas ligações ao longo da 
cadeia principal da GA. 
 
Por integração dos cromatogramas obtidos e, com base na curva de calibração 
construída com pululanos (Eq. 2.8), determinaram-se os valores das massas moleculares 
médias em número (Mn) e as massas moleculares médias em massa (Mw) para cada 
uma das fracções de GA. A Figura 2.6 mostra as variações de Mn e de Mw médias com 
o tempo de hidrólise. As massas Mw e Mn das amostras de GA variam 
aproximadamente entre 1.7 – 19 x 105 e 1.6 – 17 x 105 Da, respectivamente, estando 
sumariadas na Tabela 2.1. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.6 - Variação da massa molecular média em massa () e em número () (símbolos 
fechados) e valores da razão manose/galactose (símbolos abertos) das amostras de GA em 
função do tempo de hidrólise com β-mananase. 
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Tabela 2.1 - Características moleculares das fracções de GA 
 
 
 
 
 
 
 
 
Os valores apresentados são médias ± desvio padrão de três ensaios 
 
Uma redução significativa na massa molecular é observada à medida que decorre a 
hidrólise enzimática (Fig. 2.6), o que reflecte a acção degradativa da endo-β-mananase. 
De acordo com o descrito por Tayal et al. (1999a), constata-se que a redução das massas 
Mn e Mw é mais intensa para os primeiros tempos de incubação: Mw passa de 19.3 x 
103 kDa para 7.9 x 103 kDa em apenas 10 min, diminuindo a taxa de hidrólise à medida 
que aumenta o tempo de exposição à enzima. Esta observação, mostra mais uma vez 
que a hidrólise é um processo preferencial. 
Os valores de Mw e de Mw são relativamente diferentes dos encontrados na literatura, 
mesmo para as amostras de GA não submetidas à acção degradativa da β-mananase 
(Richardson et al., 1998). Vários autores têm referido o problema da discrepância das 
massas moleculares da GA (Richardson et al., 1998; Beer et al., 1999), sendo vários os 
factores que contribuem para tal diversidade, nomeadamente o grau de associação/ 
polimerização e também a origem botânica da alfarrobeira mãe.  
No entanto, o perfil cromatográfico e a taxa de hidrólise são equivalentes às obtidas no 
trabalho de Cheng et al. (2002) com a goma de guar.  
A viscosidade intrínseca ([η]) é um parâmetro determinante do comportamento 
reológico das soluções de polímeros. Esta propriedade, característica de determinada 
molécula isolada em determinado solvente, relaciona-se com o volume hidrodinâmico 
ocupado pela macromolécula, dependendo essencialmente da massa molecular, da 
conformação da macromolécula e da “qualidade” do solvente onde se encontra.  
Na Tabela 2.2 são apresentados os valores de [η] e respectivas constantes de Huggins 
(k1), a 25oC, determinadas com base na Figura 2.7 (representação exemplificativa), bem 
Fracção Tempo de Mw Mn
de GA hidrólise (min) (Da x 10-5) (Da x 10-5)
GA 0 0 19.30 ± 0.50 17.30 ± 0.50 1.12
GA 10 10 7.86 ± 0.42 7.67 ± 0.42 1.02
GA 30 30 6.30 ± 0.35 5.82 ± 0.35 1.08
GA 60 60 5.69 ± 0.30 5.26 ± 0.30 1.08
GA 120 120 4.23 ± 0.35 3.93 ± 0.35 1.08
GA 180 180 3.19 ± 0.39 2.97 ± 0.39 1.07
GA 360 360 2.85 ± 0.30 2.66 ± 0.30 1.07
GA 960 960 1.68 ± 0.36 1.59 ± 0.36 1.06
Mw /Mn
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como a razão Man/Gal para as diferentes amostras de GA obtidas por hidrólise 
enzimática controlada. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.7 – Representação gráfica das equações de Huggins (símbolos fechados) e de 
Kraemer (símbolos abertos) para a amostra de GA 0.  
 
 
 
Tabela 2.2 - Valores de viscosidade intrínseca, constante de Huggins, e razões de manose-
galactose para as fracções de GA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Os valores apresentados são médias ± desvio padrão de três ensaios 
 
No que diz respeito à análise quantitativa dos açúcares constituintes da GA e respectivas 
fracções, constata-se uma certa monotonia nos valores das razões Man/Gal, podendo-se 
concluir que, tal como previsto, a acção degradativa da β-mananase não é sentida nas 
ligações α-1,6 entre as unidades de manose e as cadeias laterais de galactose, o que se 
y = -9.5298x + 13.899
y = 105.11x + 13.681
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re
l)/
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Fracção de [η]
GA (dL/g)
GA 0 13.8 ± 0.3 0.6 ± 0.2 3.84 ± 0.02
GA 10 7.0 ± 0.2 0.4 ± 0.1 3.85 ± 0.02
GA 30 6.4 ± 0.2 0.5 ± 0.1 3.86 ± 0.03
GA 60 6.1 ± 0.3 0.5 ± 0.2 3.80 ± 0.02
GA 120 5.8 ± 0.1 0.5 ± 0.1 3.82 ± 0.02
GA 180 5.1 ± 0.2 0.5 ± 0.1 3.80 ± 0.03
GA 360 4.3 ± 0.2 0.5 ± 0.2 3.83 ± 0.02
GA 960 2.6 ± 0.1 0.6 ± 0.1 3.81 ± 0.03
k 1 Man/Gal
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traduz em razões Man/Gal sensivelmente constantes à medida que a massa molecular 
diminui com o tempo de hidrólise (Fig. 2.6).  
Para as fracções de GA com uma massa Mw a variar entre 1.7 e 19 x 105 Da, a [η] varia 
na gama 2.6 – 13.8 dL/g, respectivamente. Verifica-se portanto, que a viscosidade 
intrínseca diminui em consequência da diminuição da massa molecular. 
Como já foi referido anteriormente, a taxa de hidrólise vai diminuindo à medida que 
aumenta o tempo de reacção, reflectindo-se na redução dos valores das massas 
moleculares e consequentemente nos valores de [η]: em apenas 10 min, a [η] apresenta 
uma redução de aproximadamente 50 %, enquanto que para os tempos seguintes de 
hidrólise, verifica-se apenas uma pequena redução no valor de viscosidade intrínseca.  
 
O coeficiente de Huggins (k1) é uma medida das interacções polímero-polímero em 
solução. Experimentalmente, este parâmetro é determinado a partir do declive do 
gráfico ηsp/c = f (c) (Fig. 2.7). Valores descritos na literatura situam-se, geralmente, 
entre 0.3 (para “bons” solventes) e 1.0. Valores elevados de k1 atribuem-se à existência 
de associação entre macromoléculas (Cheng et al., 2002). 
O coeficiente de Huggins para a GA nativa (GA 0) é 0.6, valor superior ao valor normal 
para polímeros em bons solventes (0.3–0.4) (Cheng et al., 2002). Isto indica a existência 
de interacções polímero-polímero entre as moléculas de GA, sugerindo uma provável 
formação de ligações inter e intramoleculares nas regiões não substituídas da cadeia 
principal da GA.  
Os valores de k1 não sofrem uma variação significativa com o aumento do tempo de 
hidrólise, pelo que se pode inferir que a hidrólise enzimática não é um processo que 
influencie grandemente a associação entre moléculas de GA, verificando-se ainda que a 
agregação é uma propriedade intrínseca à estrutura da GA nativa. 
A Figura 2.8 representa um gráfico de Mark-Houwink referente às soluções aquosas das 
fracções de GA. O gráfico foi construído com base  nos valores de Mw determinados 
por GPC. Saliente-se, que neste gráfico são utilizados os valores de Mw em detrimento 
dos valores de Mn porque os primeiros relacionam-se com as fracções de maior massa 
molecular, as quais têm um contributo mais determinante no comportamento reológico 
dos polímeros (Tayal et al., 1999a). 
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Figura 2.8 - Representação gráfica de Mark-Houwink para as fracções de GA obtidas por 
hidrólise enzimática controlada. 
 
 
A relação de potência entre viscosidade intrínseca e a massa molecular média (equação 
de Mark-Houwink) reveste-se de particular importância fundamental e aplicada:  
 
[η] = KMa 
 
K e a são constantes a determinada temperatura e para determinado sistema, estando 
relacionadas com a conformação da macromolécula. 
Analisando a Fig. 2.8 constata-se que as fracções de massa molecular superior, 
apresentam valores inferiores de constante a, pelo que se pode concluir que as fracções 
com maior massa molecular, possuem uma estrutura ligeiramente mais compacta do que 
as fracções de menor massa molecular. A diminuição da constante de Mark-Houwink 
(a) com o aumento da massa molecular de polissacarídeo foi também reportada por 
Wang et al. (2001). Estes investigadores obtiveram valores de a próximos de 0.8 para 
amostras de xiloglucanas com massa molecular inferior a 106 Da e valores de a 
próximos de 0.3 para amostras com massa molecular superior a 106 Da. 
Os resultados obtidos para as fracções de GA sugerem que nas fracções de maior massa 
molecular, provavelmente a ocorrência de agregados moleculares é mais extensa, o que 
se traduz numa estrutura mais compacta, daí resultando valores inferiores da constante 
de Mark-Houwink. Para amostras de GA com massas moleculares inferiores 
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aproximadamente a 4 x 105 Da, verifica-se um aumento do valor da constante a, de 0.68 
para 0.89, o que sugere uma diminuição na tendência para ocorrer a formação de 
agregados, daí resultando uma estrutura mais alongada, para a qual as interacções 
hidrodinâmicas são menos frequentes. Esta observação é corroborada por dados da 
literatura que referem valores de a superiores a 0.8 serem característicos de 
macromoléculas com conformação mais alongada e rígida (Wang et al., 2001). 
 
Uma vez constatada uma certa similaridade de propriedades físico-químicas entre 
algumas das fracções obtidas por hidrólise enzimática com β-mananase, o trabalho a 
seguir exposto refere-se apenas às fracções GA 0, GA 10, GA 120 e GA 960 que serão 
posteriormente utilizadas na realização do trabalho descrito no terceiro capítulo.   
 
2.3.2.2 Comportamento em escoamento das fracções de GA 
 
Para avaliar o efeito da massa molecular do polissacarídeo no comportamento reológico 
das fracções de GA, foram realizados, a 25oC, ensaios de escoamento e ensaios 
oscilatórios de varrimento em frequência. 
O efeito da taxa de deformação sobre a viscosidade aparente das fracções de GA 0, GA 
10, GA 120 e GA 960 a 0.70% (m/v), a 25oC, é apresentada na Figura 2.9.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.9 - Curvas de escoamento obtidas a 25oC para as fracções de GA de concentração 
0.7%, com diferentes massas moleculares: GA 0 (); GA 10 (); GA 120 () e GA 960 (). 
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Tal como esperado, as propriedades reológicas das amostras de GA em solução aquosa 
são bastante sensíveis à hidrólise enzimática, verificando-se que a massa molecular da 
GA é um factor determinante para o comportamento em escoamento das soluções 
aquosas desta goma, sendo o comportamento da GA 0 bastante distinto das restantes 
fracções de GA em análise. 
A GA de maior massa molecular, GA 0, exibe um comportamento claramente 
reofluidificante, já que para baixas taxas de deformação é possível observar o plateau 
newtoniano, correspondente a uma viscosidade praticamente constante (η0, viscosidade 
a taxa de deformação nula) e, com o aumento da taxa de deformação imposta ao 
sistema, verifica-se um decréscimo na viscosidade. Este comportamento é, 
normalmente, observado para soluções de galactomananas para regime concentrado, 
podendo ser explicado com base no conceito de entrelaçamento macromolecular e no 
seu progressivo rompimento e alinhamento das macromoléculas no sentido do 
escoamento à medida que aumenta a taxa de deformação a que a amostra está sujeita. 
Em regime de baixas taxas de deformação, quando o inverso da taxa de deformação é 
superior ao tempo necessário para ocorrer entrelaçamento macromolecular, a densidade 
média de entrelaçamento permanece constante, o que corresponde à zona newtoniana de 
viscosidade constante. A densidade de entrelaçamento macromolecular começa a 
diminuir para uma taxa de deformação crítica, acima da qual se verifica uma diminuição 
de viscosidade. 
Relativamente às fracções GA 10, GA 120 e GA 960, constata-se que para a 
concentração em questão (0.70%), a solução aquosa de GA 10 exibe um ligeiro 
decréscimo da viscosidade com a taxa de deformação, mas as soluções aquosas das 
outras amostras possuem viscosidades praticamente constantes e independentes da taxa 
de deformação imposta à amostra. Este comportamento aproxima-se do comportamento 
de um fluído newtoniano ideal.  
No entanto, embora o perfil de evolução da viscosidade com a taxa de deformação seja 
semelhante, as fracções de GA apresentam valores distintos de viscosidade aparente. A 
clivagem das ligações β-1,4 do esqueleto principal da GA reduz drasticamente a 
viscosidade aparente das soluções da GA: Após 960 min de degradação enzimática 
verifica-se que a viscosidade aparente, a baixas taxas de deformação, diminuiu 
aproximadamente duas ordens de magnitude.  
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Assim, de um modo geral, à medida que aumenta o tempo de degradação, para a gama 
de taxas de deformação analisada, verifica-se claramente que a diminuição da massa 
molecular resulta em soluções menos viscosas e com carácter reofluidificante menos 
acentuado. 
 
2.3.2.3 Comportamento viscoelástico das fracções de GA 
 
O estudo do comportamento viscoelástico de soluções de biopolímeros baseia-se 
frequentemente no denominado espectro mecânico, o qual permite avaliar a influência 
da frequência de oscilação (ω) sobre os módulos viscoelásticos (G’ e G’’). 
A Figura 2.10 mostra os espectros mecânicos a 25oC das soluções aquosas das fracções 
de GA em estudo. 
O perfil do ensaio oscilatório da fracção GA 0 é característico de polissacarídeos com 
conformação desordenada: com comportamento líquido a baixas frequências (G’’>G’), 
e com preponderância do efeito de entrelaçamento macromolecular para frequências 
mais elevadas, o que se traduz em valores de G’ superiores a G’’. As restantes fracções 
de GA exibem um espectro mecânico bastante diferente. 
De um modo geral, à medida que aumenta a massa molecular, os módulos 
viscoelásticos apresentam valores superiores, aproximadamente duas ordens de 
grandeza entre a GA 0 e a GA 960. 
Figura 2.10 - Valores de G’(A) e de G’’(B), a  25oC, em função da  frequência angular, das 
fracções de GA a 0.7% para as diferentes massas moleculares: GA 0 (,); GA 10 (,); GA 
120 (, ) e GA 960 (, ). 
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Para a concentração de GA em estudo (0.7%), as fracções com massa igual ou inferior a 
7.9x105 Da apresentam um comportamento predominantemente líquido, com G’’ 
superior a G’ em toda a gama de frequências analisada. Saliente-se ainda a elevada 
dependência dos módulos viscoelásticos com a frequência angular, denotando a 
tendência para a ocorrência de rearranjos moleculares. 
 
2.3.2.4 Influência da concentração no comportamento viscoelástico das fracções de 
GA com diferente massa molecular.  
 
A influência da concentração sobre o comportamento reológico das soluções das 
fracções de GA foi examinada por medição da viscosidade específica a taxa de 
deformação nula (ηsp0) para várias concentrações (c) de polissacarídeo.  
A viscosidade específica a taxa de deformação nula (ηsp0) das soluções, em regime 
diluído, foi determinada por aplicação da expressão: 
 
          ηsp0 = ηrel – 1 
 
onde ηrel é a viscosidade relativa  e é calculada pela equação : 
 
                                                         ηrel = η/ηs 
 
em que η é a viscosidade da solução diluída e ηs é a viscosidade do respectivo solvente.  
A viscosidade relativa para as amostras em regime diluído foi determinada por 
viscosimetria capilar (secção 2.2.4.2), assumindo que essas soluções apresentam 
comportamento newtoniano. 
Para soluções mais concentradas, para as quais ηrel > 2, a ηsp0 foi determinada a partir 
do valor da viscosidade a taxa de deformação nula (η0), esta última obtida por aplicação 
do modelo de Cross (Eq. 2.4, secção 2.1.1.2) aos resultados monitorizados nos ensaios 
de escoamento realizados no reómetro de tensão controlada. Segundo a literatura, o 
modelo de Cross é considerado um bom modelo empírico para descrever o 
comportamento em escoamento de soluções de polissacarídeos semi-diluídos (Rayment 
et al., 1995; Wang et al., 1997).  
(2.10) 
 
(2.11) 
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A representação gráfica log (ηsp0) = f [log(c)], apresentada na Figura 2.11, mostra 
claramente a existência de dois regimes de comportamento, existindo um acentuado 
aumento do gradiente de viscosidade para valores de concentração superiores a um 
valor crítico (c*). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.11- Dependência da viscosidade específica a taxa de deformação nula (ηsp0) com a 
concentração de polissacarídeo para soluções aquosas de fracções de GA com diferentes massas 
moleculares. No interior: Representação da variação da viscosidade específica a taxa de 
deformação nula (ηsp0) em função do parâmetro de interpenetração macromolecular (c*[η]) para 
as amostras de GA em análise: GA 0 (); GA 10 (); GA 120 () e GA 960 (). 
 
Para baixas concentrações de biopolímero, regime diluído (c < c*), a viscosidade 
depende essencialmente do volume que cada macromolécula ocupa, o qual varia em 
função da concentração, massa molecular e da conformação da macromolécula. Neste 
regime, a  ηsp0 aumenta com o aumento da concentração, variando os valores de declive 
no intervalo entre 1.13 e 1.20 (Tabela 2.3), o que significa que ηsp0 ∝ c1.13-1.20. Os 
valores de declive encontrados estão de acordo com os valores da literatura para 
diversos biopolímeros (Lopes da Silva et al., 2004). 
Contudo, para concentrações elevadas de polissacarídeo, (c > c*) o efeito de 
interpenetração macromolecular passa a desempenhar um papel determinante, obtendo-
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se valores de declives bastante mais elevados, variando entre 4.42 e 4.80, pelo que ηsp0 
∝ c4.42-4.80. Comportamento semelhante tem sido observado e descrito para soluções de 
vários polissacarídeos com conformação desordenada em solução que interagem por 
interpenetração física, topológica (Wang et al., 1997; Lazaridou et al., 2003). Este 
comportamento tem sido atribuído à transição entre o regime diluído, onde as moléculas 
individuais do biopolímero estão presentes como moléculas isoladas, e o regime 
concentrado, onde o volume hidrodinâmico total das cadeias individuais do biopolímero 
excede o volume da solução.  
Os valores de declive encontrados neste trabalho estão de acordo com a literatura: para 
polímeros com estrutura primária diferente mas com características conformacionais 
semelhantes, tem-se observado que os declives correspondentes ao regime diluído 
assumem valores entre 1.1 e 1.6 (Lapasin e Pricl, 1999), enquanto que no regime 
concentrado, os declives tornam-se mais acentuados, podendo assumir valores na gama 
entre 1.9 até 5.6 (Lapasin e Pricl, 1999). No entanto, para o regime concentrado, 
verifica-se ainda que os declives assumem valores distintos em função da respectiva 
conformação: biopolímeros relativamente flexíveis e desordenados apresentam valores 
de declive próximos de 3.3 (Morris et al., 1981), ao passo que biopolímeros com 
conformações mais rígidas e/ou com tendência para a agregação e para estabelecerem 
interacções intermoleculares mais específicas, é usual observar-se um maior efeito da 
concentração (maior declive).  
 
A concentração crítica (c*) marca o ponto onde as moléculas individuais do 
polissacarídeo começam a interpenetrar, começando a registar-se uma sobreposição e 
interpenetração macromolecular significativa. A concentração crítica está inversamente 
relacionada com o volume ocupado por cada cadeia macromolecular e varia com o 
tamanho da molécula, o que sugere que as diferenças encontradas de c*, para as várias 
fracções de GA, resultam essencialmente da variação do tamanho molecular das 
diferentes fracções.  
Na Tabela 2.3 são apresentados os parâmetros que definem o efeito da concentração 
sobre a viscosidade específica a taxa de deformação nula para as soluções aquosas das 
fracções de GA em estudo.  
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Tabela 2.3- Viscosidade intrínseca limite, concentrações críticas, parâmetros de 
interpenetração macromolecular e declives associados ao regime diluído e concentrado para 
soluções aquosas das fracções de GA 0, 10, 120 e GA 960.  
 
 
 
 
 
 
 
Para a gama de fracções de GA analisadas, c* varia entre 0.16 e 0.54 g/dL. De acordo 
com o esperado, verifica-se uma tendência progressiva para o aumento da concentração 
crítica com a diminuição da massa molecular do polissacarídeo, o que permite inferir 
que quanto maior a massa molecular da amostra, menor a concentração para a qual se 
observam os efeitos de viscosidade/espessamento. 
Lazaridou et al. (2003) reportaram uma tendência semelhante de c* com a massa 
molecular, para soluções aquosas de pululanos, tendo registado uma variação de c* 
entre 1.4 e 3.1 g/dL. 
O valor de c* depende da estrutura do polímero, a qual afecta a rigidez das cadeias e, 
portanto, as características de escoamento. Contudo, se a viscosidade específica a taxa 
de deformação nula for representada em função do produto entre a concentração do 
polímero (proporcional ao número de cadeias existentes em solução) e a viscosidade 
intrínseca limite (proporcional ao volume hidrodinâmico de cada cadeia), ou seja, [log 
(ηsp0) = f (log c[η])] (Figura 2.11 interior), os dados para as diferentes soluções 
aproximam-se, apesar da estrutura primária e massa molecular do biopolímero 
diferirem, passando as diferenças das representações gráficas das amostras a serem 
explicadas com base na influência do grau de interpenetração molecular no 
comportamento em escoamento das amostras, este último dependente quer da 
concentração quer do volume hidrodinâmico ocupado pela molécula, e com base na 
possibilidade de ocorrência de interacções mais específicas do que aquelas definidas 
como simples interpenetração. 
É possível constatar uma certa similaridade entre o comportamento das diferentes 
fracções de GA, já que as curvas individuais de cada fracção se assemelham e 
Fracção 
de GA c  < c * c  > c *
GA 0 13.8 0.16 2.3 1.20 4.42
GA 10 7.0 0.28 2.0 1.13 4.65
GA 120 5.8 0.47 2.7 1.20 4.48
GA 960 2.6 0.54 1.4 1.16 4.80
[η] (dL/g) c * (g/dL) c* [η ] Declives
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sobrepõem, com excepção do comportamento exibido pela amostra GA 960, a qual se 
afasta ligeiramente das restantes fracções.  
Os valores de c* [η] das fracções de GA analisadas variam entre 1.4 e 2.7 (Tabela 2.3). 
Morris et al. (1981) encontraram um valor de 2.5 para o parâmetro de interpenetração 
macromolecular de galactomananas (GA e GG), correspondente à transição entre 
regime diluído e concentrado, pelo que os valores determinados para as fracções de GA 
com maior massa molecular apresentam-se concordantes com os descritos na literatura. 
Contudo, a GA 960, de menor massa molecular, apresenta um valor de c*[η] 
ligeiramente inferior (≈1.4). 
Assim, estes resultados corroboram com a ideia inferida anteriormente de que as 
fracções de GA, mesmo a fracção não submetida à acção enzimática (GA 0), 
apresentam uma tendência natural para agregarem e estabelecerem ligações 
intermoleculares. 
 
2.4 Considerações Finais 
 
Nesta secção do trabalho pretendeu-se obter fracções de GA com diferentes massas 
moleculares e avaliar o efeito do tempo de hidrólise com β-mananase no 
comportamento físico-químico e reológico das fracções de GA obtidas. 
 
A partir dos resultados obtidos verifica-se que a degradação enzimática das amostras 
purificadas de goma de alfarroba com β-mananase permite obter fracções de 
polissacarídeo com diferentes massas moleculares, em consequência da clivagem das 
ligações endo-β-1,4 do esqueleto principal da GA, sem no entanto, haver alteração 
significativa na polidispersidade das amostras e sem afectar significativamente as 
ligações α-1,6 entre as unidades de manose e as cadeias laterais de galactose.  
Este método, sendo devidamente controlado, permite obter amostras com características 
e propriedades distintas, o que evidentemente se traduz em comportamentos reológicos 
diferentes. Saliente-se, por exemplo, a diferença nos valores de viscosidade intrínseca, 
resultante das diferenças de massas moleculares e, possivelmente, da alteração da 
conformação da molécula de GA com a hidrólise, e a diferença no comportamento em 
escoamento das diferentes fracções de goma de alfarroba.  
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Na sequência do estudo aqui apresentado, seria proveitoso realizar ensaios de 
espectroscopia de ressonância magnética nuclear das fracções de GA com diferentes 
massas moleculares, de forma a avaliar e conhecer o tipo de fragmentos obtidos por 
hidrólise, o que no entanto não foi possível realizar devido a limitações de tempo 
inerentes à natureza deste trabalho.  
Tendo em consideração o custo relativamente baixo da goma de alfarroba aliado ao 
crescente consumo de produtos processados, a hidrólise enzimática controlada da goma 
de alfarroba apresenta-se como uma possível fonte de desenvolvimento de novos 
aditivos alimentares. 
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“A descoberta consiste em ver o que todos 
 viram e em pensar no que ninguém pensou” 
                                                                                                              A. Szent-Gyorgyi
 
 
No seguimento do trabalho descrito anteriormente, este capítulo apresenta o estudo 
realizado sobre o efeito das amostras de goma de alfarroba com diferentes massas 
moleculares nas propriedades gelificantes das proteínas do soro do leite, a pH neutro. De 
forma a caracterizar e diferenciar os sistemas mistos IPSL/GA foram realizados ensaios 
reológicos, em especial, ensaios dinâmicos a baixa amplitude de deformação, ensaios de 
microscopia confocal de varrimento laser, com o objectivo de analisar e correlacionar as 
propriedades reológicas com a microestrutura dos géis, e técnicas espectroscópicas de 
RMN de 1H (High resolution and magic angle spinning- HR-MAS) para avaliar o efeito da 
adição e da massa molecular do polissacarídeo na dinâmica molecular dos sistemas em 
estudo. 
 
3.1. Introdução 
 
Conscientes da competitividade de mercado e da exigência crescente por parte do 
consumidor, torna-se imperativo desenvolver e melhorar os sistemas alimentares. Sendo as 
proteínas e os polissacarídeos, os blocos construtivos de muitos produtos alimentares, o 
interesse nas suas interacções, bem como nos factores que as influenciam, desde há muito 
desperta o interesse quer pela comunidade científica, quer pela comunidade industrial. 
Estudos sobre o efeito de galactomananas na gelificação das proteínas do soro do leite são 
encontrados na literatura (Perissutti et al., 2002; Tavares e Lopes da Silva, 2003; 
Gonçalves et al., 2004; Tavares et al., 2005). Estes trabalhos demonstram o efeito de 
factores, como temperatura, pH (Tavares e Lopes da Silva, 2003) e concentração 
(Gonçalves et al., 2004), na gelificação dos sistemas mistos PSL/GM. No entanto, ainda 
pouco se sabe sobre a contribuição das características estruturais destes polissacarídeos 
para o processo de gelificação das PSL. Neste sentido, alguns trabalhos têm sido 
desenvolvidos na tentativa de melhor compreender o efeito das características estruturais 
dos polissacarídeos nas propriedades funcionais das proteínas, nomeadamente, nas 
propriedades gelificantes das proteínas do soro do leite. Contudo, o efeito da massa 
molecular de GM na gelificação das PSL, principal objectivo deste trabalho, é um aspecto 
ainda pouco explorado.   
 
3.2. Material e Métodos 
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3.2.1 Preparação de Soluções 
 
O isolado comercial das proteínas do soro do leite – BIPRO -  foi gentilmente cedido por 
Davisco Foods International (Le Seur MN, EUA), sendo a sua composição, de acordo com 
o produtor, a seguinte: 97.7% proteínas, 0.3% gorduras e 1.9% cinzas. 
 
A solução inicial de IPSL foi preparada dissolvendo lentamente e sob agitação magnética, 
a quantidade apropriada de IPSL em água ultra-pura, de forma a obter-se uma solução de 
IPSL de concentração aproximadamente 40%. Adicionou-se, como conservante, azida de 
sódio (0.02%), de forma a evitar o desenvolvimento microbiano. 
 
A solução de IPSL foi mantida à temperatura ambiente com agitação moderada, durante 
uma noite, para maximizar a dissolução das proteínas. Posteriormente, centrifugou-se a 
solução (10000 g, a 20oC durante 15 min) e recuperou-se o sobrenadante, o qual foi 
filtrado em filtro de placa de vidro porosa (G1). Procedeu-me, de seguida, ao ajuste do pH 
da solução com NaOH 1 mol/dm3 até se obter o pH pretendido (pH 7). 
A determinação da concentração da solução de IPSL inicial foi realizada com base em 
medições espectrofotométricas. Efectuaram-se diluições a partir da solução inicial de IPSL 
e mediu-se a absorvância das soluções diluídas a 278 nm. Para o cálculo da concentração 
da solução de IPSL foi aplicada a lei de Lambert-Beer, utilizando-se o valor A1%1cm = 9.6 
como coeficiente de absorptividade molar (Townend et al., 1960). A solução de IPSL foi 
então acondicionada em câmara fria (4oC). 
As soluções das fracções da GA foram preparadas de acordo com a secção 2.2.3.1, e a 
respectiva concentração determinada por resíduo seco a 105oC.  
 
3.2.2 Sistemas Mistos IPSL/GA 
 
Uma vez preparadas as soluções iniciais de GA e de IPSL, procedeu-se à realização da 
mistura das soluções de proteína e polissacarídeo. De forma a escolher as concentrações de 
IPSL a serem estudadas, realizaram-se ensaios prévios de gelificação, nos quais se variou a 
concentração de IPSL. Após análise dos resultados, as concentrações de IPSL escolhidas 
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para desenvolver o trabalho foram: 14%, para a qual se verifica a ocorrência de gelificação 
das IPSL e, 11 %, concentração inferior à concentração crítica de gelificação do IPSL 
utilizado neste trabalho. 
No que diz respeito à concentração de GA, foi analisado o efeito de três concentrações: 
0.70, 0.50 e 0.25%. 
 
Todas as soluções foram agitadas, moderadamente à temperatura ambiente, entre 30 a 60 
min e desgaseificadas entre 1 h e 1 h:30 min (em função da viscosidade das soluções), de 
forma a remover eventuais bolhas de ar. 
 
3.2.3 Caracterização dos Sistemas Mistos IPSL/GA 
 
Em virtude do número de fracções de GA obtidas, foi necessário seleccionar apenas 
algumas delas para realizar o estudo que se descreve neste capítulo. A escolha baseou-se 
na selecção das fracções que desencadeavam comportamentos reológicos das IPSL, 
nomeadamente a nível da gelificação, mais diferenciados. 
 
 
 
 
 
3.2.3.1 Caracterização Reológica 
 
3.2.3.1.1 Identificação da Zona de Comportamento Viscoelástico Linear 
 
Para se realizarem ensaios oscilatórios não-destrutivos, de forma a que a tensão aplicada 
nas amostras não afectasse a estrutura do material a analisar, foram efectuados ensaios 
preliminares de varrimento em tensão de forma a determinar a região viscoelástica de 
comportamento linear dos sistemas em estudo.  
A Figura 3.1 apresenta os valores do módulo de conservação reduzido (G’/G’0), onde G’0 é 
o valor de módulo de conservação no início do ensaio de varrimento de tensão. Assim, 
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verifica-se que o limite máximo de deformação é aproximadamente 2%, valor este que se 
utilizou nos realizados realizados. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.1 – Módulo de conservação reduzido (G’/G’0) em função da deformação para o gel de 
IPSL a 14%, pH 7, a 20oC, e frequência 5 rad/s. 
 
3.2.3.1.2 Ensaios não isotérmicos - Varrimento em Temperatura 
 
Os ensaios não isotérmicos foram efectuados no reómetro de tensão controlada Bohlin 
CVO HR 120 (Fig. 3.2) com um sistema de medição placa-placa, utilizando uma placa 
superior rugosa com um raio de 20 mm, a uma distância ou gap de 1 mm da placa inferior. 
Este reómetro equipado com um sistema Peltier permite um eficaz controlo de 
temperatura, assim como uma variação rápida dos valores da temperatura, quando 
pretendido. 
 
 
 
 
 
 
0.4
0.5
0.6
0.7
0.8
0.9
1.0
1.1
0.0001 0.0010 0.0100 0.1000 1.0000
Deformação (%)
G
'/G
' 0
 
Geometria 
variável 
Placa inferior 
fixa 
Sistema 
Peltier 
 
Efeito da Massa Molecular de Galactomananas  
nas Propriedades Gelificantes das Proteínas do Soro do leite 
 
91 
 
 
 
Figura 3.2- Reómetro de tensão controlada, Bohlin CVO HR 120, com sistema Peltier para 
controlo de temperatura. 
 
Após desgaseificação, as amostras foram imediatamente transferidas para a placa do 
reómetro, ligeiramente aquecida (40oC), e o ensaio efectuado por aquecimento da solução 
até 90oC, a uma taxa de 1oC/min, a uma amplitude de deformação de 2% e a uma 
frequência de oscilação de 5 rad/s. A temperatura de 90oC foi mantida por 5 min e de 
seguida foi efectuado um varrimento em frequência de 0.05 a 50 rad/s. Posteriormente, as 
amostras foram submetidas a um varrimento em temperatura decrescente, de 90o até 20oC, 
a uma taxa variação de 1oC/min, a 2% de deformação e frequência 5 rad/s. Uma vez 
atingida a temperatura de 20oC, foi realizado um varrimento em frequência entre 0.05 e 50 
rad/s. 
Durante estes ensaios registou-se a evolução dos valores do módulo de conservação e do 
módulo de perda. 
 
3.2.3.1.3 Ensaios isotérmicos – Maturação dos géis a 80oC 
 
Os testes de maturação dos géis foram efectuados num reómetro TA AR-1000 (Fig. 3.3) 
com um sistema de medição cone-placa. O cone utilizado para estes ensaios possuía 40 
mm de diâmetro, 3,59o e 92 µm de truncação.  
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Figura 3.3- Reómetro de tensão controlada, TA-AR 1000, com sistema Peltier para controlo de 
temperatura. 
 
Uma vez preparada a amostra, procedeu-se rapidamente à sua transferência para a placa 
fixa do reómetro, previamente aquecida a 40oC, e elevou-se a temperatura, rapidamente, 
até 80oC. A evolução dos módulos viscoelásticos foi registada durante 3h, sujeitando a 
amostra a 2% de deformação e a uma frequência de oscilação de 5 rad/s. 
Após maturação do gel, efectuou-se um varrimento em frequência a 80oC, na gama de 
frequências 0.05-50 rad/s, sendo a taxa de deformação imposta ao sistema a mesma que foi 
utilizada nos restantes ensaios. 
 
Em todos os ensaios efectuados, quer isotérmicos, quer não isotérmicos, a superfície da 
amostra exposta foi coberta por uma fina camada de óleo mineral de baixa viscosidade, a 
fim de evitar qualquer evaporação de solvente. 
Todos os ensaios foram realizados, no mínimo, em triplicado. 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.2.3.2 Caracterização por Espectroscopia de Ressonância Magnética Nuclear de 1H 
(High resolution and magic angle spinning – HR-MAS) 
 
De forma a avaliar o efeito da massa molecular de galactomananas na dinâmica molecular 
do IPSL, foram realizados ensaios de RMN para três amostras distintas: IPSL a 14%; IPSL 
14% + GA 0 a 0.70% e IPSL 14% + GA 120 a 0.70%. 
 As soluções de IPSL e das fracções de GA foram preparadas segundo a metodologia 
descrita para os ensaios reológicos, com a excepção de todas as amostras terem sido 
dissolvidas em água deuterada (D2O). 
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Cada amostra a analisar, após agitação e desgaseificação, foi transferida rapidamente para 
a placa fixa do reómetro e submetida a um ensaio de varrimento em temperatura, como o 
descrito em 3.2.3.1.2. No final do ensaio, o gel foi cuidadosamente removido da placa fixa 
do reómetro e empacotado cuidadosamente num rotor de 4mm. 
 
Os espectros de RMN foram obtidos a 25oC num espectrometro Bruker DRX 500, 
utilizando uma sonda de HR-MAS de diâmetro de 4 mm (PHRg-hrMas 500SBBL4HCD).  
Os espectros de protão e todas as medições de relaxação foram efectuadas a uma 
frequência de campo de 500 MHz para o protão. 
Os tempos de relaxação T1 de protão foram obtidos usando a sequência de “inversão-
recuperação”(180ox-τ-90ox), utilizando-se 10 a 13 valores de tempo entre pulsos (τ) na 
gama 0.010 – 20 s, e uma velocidade de rotação de 7 kHz. Os valores de T1 foram 
determinados por ajuste da Equação 1.13 aos valores de intensidades dos picos do 
espectro, em função de (τ). 
Os tempos de relaxação T2 de protão foram obtidos por aplicação do método de Carr-
Purcell-Meibom-Gill (CPMG) (90ox - τ - 180oy), utilizando-se 10 a 11 valores de tempo 
entre pulsos na gama 0.002 – 800 ms, e uma velocidade de rotação de 7 kHz. Os valores de 
T2 foram determinados por ajuste da Equação 1.12 aos valores de intensidades dos picos 
do espectro, em função de τ. 
 
 
 
 
 
 
3.2.3.3 Caracterização por Microscopia Confocal de Varrimento Laser 
 
Na preparação das amostras para CLSM, foi seguido o protocolo experimental que se 
aplicou na preparação das amostras para os ensaios de reologia (secção 3.2.2). Foram 
analisados sistemas contendo 11% e 14% de IPSL e GA nas duas concentrações extremas, 
ou seja, 0.25% e 0.70%. 
Uma vez misturadas as soluções de IPSL e GA, e após 5min de agitação moderada, 
adicionou-se 25 µL de Rodamina B (0.054% por ml de mistura IPSL/GA). A mistura 
corada foi agitada lentamente e de seguida, desgaseificada. 
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As amostras assim preparadas foram colocadas num lâmina com cavidade central e 
submetidas a ensaios não isotérmicos num reómetro TA AR-1000. As condições do ensaio 
foram equivalentes às descritas na secção 3.2.3.1.2. 
As lâminas foram analisadas num microscópio Leica SP2 AOBS equipado com um laser de 
HeNe, emitindo radiação de comprimento de onda de 543 nm. O sinal de fluorescência foi 
recolhido num “spectral gate” de 530-630 nm e processado com o programa ImageJ. 
 
3.3 Resultados e Discussão 
 
3.3.1 Selecção das Fracções de Goma de Alfarroba 
 
De forma a seleccionar as fracções de GA para o estudo da influência da massa molecular 
da GA nas propriedades gelificantes dos IPSL, foram realizados ensaios preliminares de 
varrimento em temperatura e maturação dos géis a 80oC, para ter uma ideia global do 
efeito da presença de cada uma das fracções do polissacarídeo na gelificação do IPSL. 
 
Foram escolhidas as duas fracções de GA com massa molecular extrema, ou seja, a GA 0 e 
a GA 960. A selecção das restantes fracções baseou-se na análise da Figura 3.4. 
Na Figura 3.4 apresenta-se o varrimento em temperatura de 40o a 90oC dos sistemas mistos 
contendo 14% de IPSL e 0.70% de GA, com excepção dos sistemas mistos extremos 
(IPSL/GA 0 e IPSL/GA 960). De um modo geral, todas as fracções exibem uma influência 
no processo de gelificação dos IPSL, o que se traduz num aumento significativo dos 
valores dos módulos viscoelásticos comparativamente aos obtidos para a amostra de IPSL.  
Tal como era previsto, os módulos viscoelásticos dos sistemas mistos contendo as fracções 
GA 0 e GA 960, fracção de maior e de menor massa molecular, respectivamente, 
diferenciam-se significativamente entre si e dos restantes sistemas (resultados não 
apresentados).  
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Figura 3.4- Evolução de G’ com o aquecimento controlado (1oC/min), a uma frequência de 5 
rad/s, do IPSL a 14% (linha contínua) e dos sistemas mistos contendo 0.7% GA: IPSL/GA 10 (), 
IPSL/GA 30 (x), IPSL/GA 60 (+), IPSL/ GA 120 (), IPSL/GA 180 (), IPSL/GA 360 (). 
Os resultados representados correspondem a valores monitorizados num único ensaio e não a 
valores médios. 
 
Como é possível observar pela Figura 3.4, algumas das fracções apresentam um efeito 
similar, assumindo valores de módulo de conservação semelhantes entre si. 
A evolução das propriedades viscoelásticas dos sistemas IPSL/GA em função do tempo de 
maturação foi igualmente investigada para as diferentes fracções de GA. Diferenças 
semelhantes às obtidas para a variação dos módulos viscoelásticos com a temperatura, 
foram obtidas nos ensaios de maturação dos géis a 80oC. Os espectros mecânicos dos 
diversos sistemas em estudo foram efectuados após 3h de maturação a 80oC, na gama de 
frequências entre 0.05 e 50 rad/s e são apresentados na Figura 3.5. 
Pode-se constatar mais uma vez que a presença da GA, afecta o comportamento e as 
propriedades viscoelásticas dos géis de IPSL. Todavia, a diferença de comportamento entre 
os sistemas mistos é mais pronunciada para determinadas massas moleculares de GA. 
As fracções com massa molecular intermédia exibem um espectro mecânico muito 
parecido (Fig. 3.5), quer a nível de perfil quer a nível de valores dos módulos 
viscoelásticos. Essa semelhança reflecte-se também nos valores de viscosidade complexa. 
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Figura 3.5- Espectro mecânico a 80oC, após 3h de maturação, do IPSL a 14% (símbolos 
vermelhos) e dos sistemas mistos contendo 0.7% GA: IPSL/GA 10 (linhas); IPSL/GA 30 (,); 
IPSL/GA 60 (,);IPSL/GA 180(,) e IPSL/GA 360 (,). G´ (símbolos fechados); G’’ 
(símbolos abertos) e η*(símbolos cinzentos fechados). Os resultados representados correspondem a 
valores monitorizados num único ensaio e não a valores médios. 
 
Assim, as fracções sobre as quais incidiu o estudo que a seguir se descreve foram: GA 0, 
GA 10, GA 120 e GA 960. 
 
3.3.2 Caracterização Reológica dos Géis de IPSL 
 
As concentrações de IPSL foram seleccionadas de modo a obterem-se dois tipos de 
sistemas proteicos que, por aquecimento, originam propriedades macromoleculares 
significativamente diferentes: 11% de IPSL, correspondente a uma concentração próxima 
da concentração crítica para ocorrer gelificação, encontrando-se o sistema na vizinhança da 
transição sol-gel, e 14% de IPSL, correspondente a um gel “verdadeiro”. 
 
O mecanismo de gelificação dos IPSL é similar ao reportado para outros biopolímeros, 
nomeadamente, para PSL (Aguilera, 1995; Tavares e Lopes da Silva, 2003; Gonçalves et 
al., 2004). Com o aumento da temperatura, as proteínas que constituem o IPSL são 
parcialmente desnaturadas, e alguns dos aminoácidos reactivos que, na estrutura nativa se 
encontram no interior da macromolécula, são agora expostos, podendo reagir e estabelecer 
ligações intermoleculares, dando origem à associação de moléculas e consequente 
formação de agregados. 
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A Figura 3.6 mostra a dependência do módulo de conservação (G’) e do módulo de perda 
(G’’) com a temperatura para os dois sistemas de IPSL em estudo (11% e 14% (m/v)), 
durante o aquecimento da amostra de 40o a 90oC e posterior arrefecimento até 20oC. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.6- Evolução dos módulos viscoelásticos, G' (símbolos fechados) e G' (símbolos abertos) 
de IPSL a 11% (símbolos pretos) e 14% (símbolos vermelhos), durante o aquecimento, 40o-90oC; 
(1oC/min) e durante o arrefecimento, 90o-20oC, igualmente a uma taxa de 1oC/min. 
 
Tal como descrito na literatura (Tavares e Lopes da Silva, 2003), para 11% de IPSL não 
se observam propriedades gelificantes significativas, o que se reflecte no desenvolvimento 
dos módulos viscoelásticos com a temperatura: G’ e G’’ não apresentam o comportamento 
típico de biopolímeros gelificantes, não ocorrendo o aumento acentuado de G’ face a G’’. 
Os módulos viscoelásticos têm valores relativamente baixos, quando comparados com o 
IPSL a 14%, situando-se próximos do valor de ruído do aparelho. 
Inicialmente, G’ e G’’ decrescem, como resultado do efeito clássico da temperatura sobre 
as propriedades do biopolímero em solução e, à medida que aumenta a temperatura, 
observa-se um ligeiro aumento de G’ e G’’, atingindo G’ um valor superior a G’’, para 
uma temperatura muito próxima de 90oC. No entanto, com a diminuição da temperatura 
observa-se um decréscimo do valor de G’, pelo que G’’ atinge valores superiores ao de G’. 
Assim, nestas condições, o sistema proteico encontra-se na vizinhança da transição sol-gel.   
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No que se refere aos ensaios com 14% de IPSL, verifica-se que a formação do gel de IPSL 
durante o aquecimento controlado (1oC/min) segue o comportamento observado para 
muitos biopolímeros: No início da rampa ascendente, o valor do módulo de conservação é 
bastante pequeno, assim como o do módulo de perda. Com o aquecimento, G´ aumenta 
sendo a sua taxa de crescimento superior à de G’’. Pela análise da Figura 3.6 é possível 
constatar que o aumento substancial dos valores dos módulos viscoelásticos ocorre por 
volta dos 80oC, o que vai de encontro ao descrito por outros autores (Gonçalves et al, 
2004; Tavares et al., 2005). 
Possivelmente este valor de temperatura corresponderá também ao início da gelificação 
das PSL – Temperatura de gelificação. Esta afirmação é corroborada por resultados 
descritos na literatura, e por estudos com DSC que demonstram que a β-lactoglobulina, 
proteína mais abundante do IPSL, desnatura por volta dos 78oC a pH neutro e baixa força 
iónica (Bryant e McClements, 1998), sendo à volta dessa temperatura que ocorre a 
gelificação das PSL. 
A subsequente evolução dos módulos viscoelásticos até 90oC corresponde ao progressivo 
fortalecimento da rede tridimensional, resultando num pronunciado aumento de G’ e G’’.  
 
Durante o arrefecimento do sistema de 90o a 20oC, G’ e G’’ aumentam monotonamente 
com o decréscimo da temperatura, o que se traduz num aumento considerável da rigidez do 
gel. Resultados similares são descritos na literatura e evidenciam a importância das 
ligações de hidrogénio na estrutura do gel (Ikeda e Foegeding, 1999; Gonçalves et al, 
2004). 
 
A Figura 3.7 compara o comportamento viscoelástico dos géis após aquecimento do 
sistema até 90oC e posterior arrefecimento até 20oC, para as duas concentrações de IPSL 
em estudo.  
Os resultados desta figura corroboram com as informações obtidas a partir da Figura 3.6: 
Para 11% de IPSL, e à temperatura de 90oC, o módulo de conservação é superior ao 
módulo de perda, traduzindo-se em valores de tan δ menores que 1. A 20oC, G’’ é superior 
a G’, como pode ser constatado pelo valor de tan δ superior a 1, mas o sistema mostra 
alguma tendência para o carácter elástico verificando-se uma proximidade entre as curvas 
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de G’ e G’’, resultando numa diminuição do valor de tan δ (Fig. 3.7 b), apesar dos valores 
pequenos de G’e G’’. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.7 -Espectro mecânico (Figura a) de IPSL a 11% (,) e 14% (,) e respectivas tan 
(δ) (Figura b) a 90oC (símbolos vermelhos) e a 20oC (símbolos pretos). Os símbolos fechados 
correspondem ao módulo de conservação (G’) e os abertos ao módulo de perda (G’’). 
 
No sistema a 14% de IPSL, para ambas as temperaturas e para toda a gama de frequências 
estudada, o módulo de conservação assume valores sempre superiores aos do módulo de 
perda, verificando-se que a 20oC a diferença entre os módulos viscoelásticos é maior e 
estes são praticamente independentes da frequência, o que denota uma estrutura 
tridimensional mais estável e forte, sem grande probabilidade de ocorrência de rearranjos, 
tal como é possível constatar pelos valores de tan(δ) (Fig. 3.7 b). 
Todavia, o espectro mecânico e respectiva tan δ a 90oC denotam a possibilidade de 
ocorrência de rearranjos durante o aquecimento do sistema IPSL a 14%, já que os módulos 
viscoelásticos, principalmente G’’, exibem considerável dependência face à frequência de 
oscilação. Valores elevados de tan(δ) a baixas frequências de oscilação mostram que o gel 
apresenta um comportamento viscoso acentuado, sendo o “tempo médio de vida” das 
ligações proteína-proteína relativamente pequeno, uma vez que estas ligações possuem 
grande tendência para serem rompidas e re-estabelecidas em consequência da agitação 
térmica, denotando portanto, a possibilidade de ocorrência de rearranjos. 
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Por outro lado, e de acordo com a literatura, no espectro mecânico a 90oC constata-se a 
existência de um plateau a baixas frequências, habitual na gelificação das PSL induzida 
por calor (Gonçalves et al., 2004).  
Denote-se que, enquanto G’(ω) é praticamente linear com valores relativamente próximos 
de 103 Pa, G’’(ω) apresenta claramente um decréscimo do seu valor até à frequência de 
oscilação de ≈ 2 rad/s, onde atinge o seu valor mínimo, e a partir da qual ocorre um 
aumento do módulo de perda com a frequência. 
 
A evolução das propriedades viscoelásticas dos géis de IPSL em função do tempo de 
maturação a 80oC foi estudada para as duas concentrações distintas de IPSL: 11% e 14%. 
Na Figura 3.8 estão representadas as curvas médias de maturação e respectivas tan δ para 
os sistemas referidos e é notória a diferença entre os perfis de maturação a 11% e a 14% de 
IPSL. 
Para uma concentração de 11% de proteína verifica-se que o módulo de perda é superior ao 
módulo de conservação, praticamente durante as 3 h de ensaio, evidenciando o 
comportamento viscoso deste sistema, tal como observado nas figuras anteriormente 
referidas (Fig. 3.6 e 3.7). No entanto, pode-se observar que tanto o módulo de conservação 
como a tangente ao ângulo de perda apresentam uma variação, ao longo do tempo, bem 
definida com um aumento gradual do primeiro e um decréscimo gradual do segundo sem, 
no entanto, atingir valores menores que 1. 
O facto de a pH neutro, os sistemas de IPSL a 11%, formarem géis frágeis, foi já descrito 
na literatura e é demonstrado por dados em Tavares e Lopes da Silva (2003).  
Para uma concentração de proteína de 14% estamos já perante um sistema que gelifica nos 
primeiros minutos de experiência (o cruzamento de G’ com G’’ dá-se ao fim de cerca de 7 
min), evoluindo o sistema de acordo com o perfil de gelificação descrito para as PSL: Uma 
evolução mais acentuada nos primeiros 900 s, seguida de uma evolução mais lenta, com 
uma clara tendência para atingir um valor assimptótico. Contudo, ao fim das 3h, o módulo 
de conservação não atingiu completamente o plateau, indicando que o sistema continua a 
evoluir, o que sugere que as 3h de maturação não são suficientes para completar o processo 
de gelificação das PSL. 
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Figura 3.8- Cinética de maturação de géis de IPSL a 80oC, à frequência de 5 rad/s, para 14% de 
IPSL (símbolos vermelhos) e para 11% de IPSL (símbolos pretos). Símbolos fechados representam 
G' e os abertos G'. As linhas correspondem aos valores de tan δ. 
 
A corroborar com os dados da cinética de maturação dos sistemas do IPSL em análise, 
encontram-se os resultados do espectro mecânico a 80oC dos referidos sistemas (Fig. 3.9). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.9- Espectro mecânico de IPSL a 11% (símbolos , pretos) e a 14% (símbolos , 
vermelhos) a 80oC, a 1% de deformação. Valores de η* são representados por linhas. Símbolos 
fechados correspondem a G’ e os abertos a G’’.  
 
O varrimento em frequência do IPSL a 14% corresponde a um espectro mecânico de um 
gel verdadeiro, com G’>>G’’ ao longo de toda a gama de frequências em estudo. Além 
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disso, verifica-se apenas uma ligeira dependência de G’ com a frequência de oscilação e a 
η* diminui linearmente com o aumento da frequência.    
No que diz respeito aos sistemas de IPSL a 11%, o espectro mecânico corresponde a um 
fluido viscoelástico com concentração inferior à concentração crítica para ocorrer 
gelificação, em que G’ e G’’ são bastante dependentes da frequência e cruzam-se para 
frequências altas. 
 
É apresentado de seguida o estudo efectuado para os sistemas mistos IPSL, 
para as duas concentrações proteicas analisadas, e para as fracções de GA 
obtidas por hidrólise controlada com β-mananase. 
 
3.3.3 Caracterização Reológica dos Géis Mistos IPSL/GA 
 
Como anteriormente mencionado, as fracções de GA com as quais foram realizados os 
estudos correspondem às amostras com características físico-químicas e reológicas mais 
distintas: a GA 0 e a GA 960. Para além destas fracções, foram também estudadas as 
fracções GA 10 e GA 120 que, embora desencadeando comportamentos reológicos 
semelhantes, mimetizam o comportamento intermédio das restantes fracções de GA 
produzidas e não utilizadas. 
Para estudar o efeito da massa molecular da GA nas propriedades gelificantes do IPSL, 
foram utilizadas três concentrações de GA (0.25%, 0.50% e 0.70%) para as duas 
concentrações de IPSL (11% e 14%). 
 
De seguida, serão apresentados e discutidos os resultados referentes aos ensaios dos 
sistemas mistos contendo 14% de IPSL. Foram realizados dois tipos de ensaios oscilatórios 
não destrutivos: Ensaios em condições não isotérmicas, também conhecidos por 
varrimento em temperatura, e ensaios isotérmicos, de maturação dos géis a 80oC. 
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3.3.3.1 Sistemas Mistos IPSL a 14% e GA em Condições Não Isotérmicas 
 
As misturas IPSL/GA, aparentemente sem separação de fases à temperatura ambiente, 
quando aquecidas deram origem à formação de um gel, o qual é transparente para as 
soluções de IPSL (Figura 3.10 A), tornando-se progressivamente mais opaco (Figura 3.10 
B) à medida que aumenta a massa molecular e a concentração da GA.  
 
 
 
 
 
 
Figura 3.10 – Fotografias dos géis de IPSL a 14%, pH7 (A) e géis mistos de IPSL a 14% + GA 0 a 
0.70% (B). 
 
A Figura 3.11 permite comparar o perfil de gelificação do IPSL a 14% com os sistemas 
mistos IPSL/GA 0 (sistema A), IPSL/GA 10 (sistema B), IPSL/GA 120 (sistema C) e 
IPSL/GA 960 (sistema D) para as três concentrações de GA estudadas (0.70% (a), 0.50% 
(b) e 0.25% (c)). 
De um modo geral, para todos os sistemas estudados, a adição das amostras de GM ao 
IPSL não altera significativamente o perfil de dependência de G’ com a temperatura, 
observando-se um comportamento qualitativamente semelhante e típico da gelificação de 
biopolímeros: no início do aquecimento, o módulo de conservação (G´) é bastante 
pequeno, assim como o módulo perda, e com o progressivo aumento da temperatura 
(1oC/min), constata-se o aumento acentuado de G’, como resultado do aumento do número 
e do tamanho dos agregados que sucessivamente se vão formando e, consequentemente, da 
formação do gel. A variação dos valores do módulo de conservação com a temperatura 
depende da massa molecular e da concentração da GA.  
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Figura 3.11- Variação do módulo de conservação (símbolos fechados) e de perda (símbolos 
abertos) com a temperatura (1oC/min) de IPSL a 14% (linha vermelha) e sistemas mistos IPSL/GA:  
IPSL/GA 0 (símbolos , azuis), IPSL/GA 10 (símbolos , amarelos),IPSL/GA 120 (símbolos 
(, verdes) e IPSL/GA 960 (símbolos ,  pretos). Os valores representados correspondem 
à média de três ensaios. Figura A – 0.70% de GA, Figura B – 0.50% de GA e Figura C – 0.25% de 
GA. 
 
De um modo geral, observa-se que a presença de GA intensifica o processo de gelificação 
das PSL, traduzindo-se em valores de módulos viscoelásticos superiores e temperaturas de 
gelificação menores relativamente aos valores obtidos para o IPSL sem adição de GA. Os 
efeitos mencionados são dependentes da massa molecular das fracções de GA, bem como 
da concentração do polissacarídeo (Figura 3.11): Aumentando a massa molecular, 
aumentam os valores dos módulos viscoelásticos e, de um modo geral, diminui a 
temperatura de gelificação. 
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Assim, o aumento da massa molecular e/ou da concentração da GA desencadeia e 
promove, de alguma forma, a agregação proteica numa extensão suficiente para a formação 
de um gel a temperaturas inferiores e com carácter elástico mais acentuado. 
É possível observar que para a maior concentração em estudo, o sistema misto A (IPSL + 
GA 0) apresenta, antes da temperatura de gelificação, valores de módulo de perda 
superiores aos valores de módulo de conservação, o que poderá resultar da inclusão de 
moléculas com propriedades não gelificantes, de elevada massa molecular. 
 
No arrefecimento controlado (1oC/min) de 90o a 20oC (resultados não apresentados), os 
sistemas em análise seguem o comportamento reportado por outros autores (Ikeda e 
Foegeding, 1999; Tavares e Lopes da Silva, 2003; Gonçalves et al., 2004). A rigidez dos 
géis aumenta consideravelmente com a diminuição da temperatura, de forma linear, sendo 
o aumento tanto maior quanto maior a massa molecular da GA e maior a concentração. O 
comportamento do módulo de conservação durante o arrefecimento é atribuído à formação 
de ligações de hidrogénio (Ikeda e Foegeding, 1999; Gonçalves et al., 2003). 
 
O efeito da massa molecular e da concentração da GA no comportamento viscoelástico dos 
géis de IPSL e IPSL/GA (sistemas A, C e D) a 90oC e a 20oC é exemplificado na Figura 
3.12. O comportamento do sistema B é intermédio aos representados na Figura 3.12. 
Para ambas as temperaturas, o efeito geral da presença de GA é o aumento de rigidez do 
gel (G’ aumenta), sendo mais acentuado quanto maior a concentração e massa molecular 
do polissacarídeo. Em todos os sistemas e para ambas as temperaturas, G’ é sempre 
superior a G’’ na gama de frequências analisadas. 
 
Após arrefecimento, verifica-se que os módulos se tornam essencialmente independentes 
da frequência, o que traduz a formação de géis mais fortes e com maior perfeição da rede 
macromolecular tridimensional.   
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Figura 3.12- Espectros mecânicos de IPSL 14% (símbolos vermelhos) e dos sistemas mistos 
IPSL/GA (símbolos pretos) a 5 rad/s e a 1% de deformação. A – Sistema IPSL + GA 0.70% 
(90oC), B – Sistema IPSL + GA 0.70% (20oC), C - Sistema IPSL + GA 0.25% (90oC), D - Sistema 
IPSL + GA 0.25% (20oC). IPSL + GA 0 (,), IPSL/GA 120 (,) e IPSL/GA 960 (,). 
Símbolos fechados: G´e símbolos abertos: G’’. 
 
 
A Figura 3.13 ilustra a variação da tan δ  em função da massa molecular e da concentração 
de GA para 90oC e 20oC. A análise desta figura permite inferir de forma mais clara sobre o 
carácter viscoelástico dos diferentes sistemas em análise. 
Para os diferentes sistemas mistos, o perfil de evolução dos módulos viscoelásticos não é 
significativamente afectado, assumindo valores parecidos. No entanto, para a maior 
concentração de galactomanana ensaiada, a evolução do módulo de perda em função da 
frequência de oscilação para o sistema IPSL/GA 0 é peculiar, diferindo significativamente 
dos restantes sistemas.  
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Neste caso, verifica-se uma menor diferença entre os dois módulos viscoelásticos, ou seja, 
um aumento de tan δ (Figura 3.13 Α), traduzindo um pronunciado aumento do carácter 
viscoso do gel. Esta observação corrobora com os resultados dos ensaios de varrimento em 
temperatura (Fig. 3.11 A). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.13 – Variação da tangente ao ângulo de perda de IPSL a 14% (linha vermelha) 
e dos sistemas mistos IPSL/GA (símbolos pretos). A – Sistema IPSL + GA 0.70% (90oC), B – 
Sistema IPSL + GA 0.70% (20oC), C - Sistema IPSL + GA 0.25% (90oC), D - Sistema IPSL + GA 
0.25% (20oC). IPSL + GA 0 (), IPSL/GA 120 () e IPSL/GA 960 ().  
 
À excepção do sistema IPSL + GA 0 a 0.70%, o efeito da adição da GA ao IPSL 
foi semelhante para ambas as concentrações de polissacarídeo adicionado, ambas 
as temperaturas e massas moleculares: Todos os sistemas possuem valores de tan 
δ inferiores a um (mesmo o sistema de IPSL sem GA) significando que o carácter elástico 
da amostra prevalece.  
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No entanto, o efeito da presença da GA é mais pronunciado a 90oC e para a maior 
concentração de GA adicionada. Saliente-se que os valores de tan δ a 20oC são mais 
constantes (tan δ ≅ 0.1 ao longo da gama de frequências analisadas) e menores 
comparativamente aos valores registados a 90oC. 
A variação de G’ com a frequência de oscilação segue a lei de potência 
apresentada na Equação 3.1 (Ikeda e Foegeding, 1999):     
 
                                             G’ = A x ωM                                                 (3.1) 
 
onde o grau de dependência de G’ com a frequência (ω) pode ser expresso pela 
constante M. O valor das duas constantes, A e M são determinados por 
aplicação/ajuste da equação anterior aos dados obtidos. 
Na Tabela 3.1 e 3.2 são apresentados os valores da constante M para todos os sistemas em 
estudo, a 90o e 20oC, respectivamente. 
 
Tabela 3.1: Valores da constante M para os sistemas em estudo a 90oC 
 
 
             
 
   
 
            M (IPSL) = 0.109 ± 0.004 
 
Tabela 3.2: Valores da constante M para os sistemas em estudo a 20oC 
 
 
 
 
 
 
             M (IPSL) = 0.070 ± 0.004 
0.25% 0.50% 0.70%
# 0.093 ± 0.001 0.107 ± 0.008 0.143 ± 0.01
$# 0.084 ± 0.014 0.074 ± 0.007 0.068 ± 0.003
$%# 0.090 ± 0.008 0.065 ± 0.005 0.061 ± 0.001
&'# 0.096 ± 0.004 0.072 ± 0.004 0.058 ± 0.004
Sistema Expoente M  em função da concentração de GA a 90
oC
0.25% 0.50% 0.70%
# 0.068 ± 0.004 0.089 ± 0.009 0.117 ± 0.011
$# 0.060 ± 0.007 0.055 ± 0.005 0.066 ± 0.002
$%# 0.057 ± 0.001 0.056 ± 0.003 0.059 ± 0.000
&'# 0.061 ± 0.005 0.043 ± 0.002 0.063 ± 0.003
Sistema Expoente M  em função da concentração de GA a 20
oC
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O módulo de conservação (G’) para materiais puramente elásticos é, de um modo geral, 
independente da frequência, não existindo uma contribuição significativa do módulo de 
perda (G’’). Contudo, os géis alimentares normalmente possuem uma pequena 
contribuição da componente viscosa (G’’), resultando num grau de dependência de G’ com 
a frequência que reflecte a relaxação dos componentes (Ikeda e Foegeding, 1999). 
Como é observado para todos os sistemas em análise, G’ aumenta ligeiramente com o 
aumento da frequência aplicada, sendo a sua dependência com a frequência traduzida pelo 
expoente M, o qual é um indicativo da natureza viscoelástica dos géis: M é zero para géis 
puramente elásticos, tornando-se superior com o aumento da contribuição relativa da 
componente viscosa (géis menos elásticos). De um modo geral, todos os valores de M são 
da ordem de 10-2, o que sugere que os géis são predominantemente elásticos. No entanto, a 
adição do polissacarídeo neutro, à excepção da GA 0 a 0.70%, diminui o valor do expoente 
M, para ambas as temperaturas, o que evidencia o aumento do carácter elástico dos 
sistemas com a adição de GA. Regra geral, o aumento da concentração da GA adicionada 
desencadeia uma diminuição do valor de M, ou seja, à medida que aumenta a proporção 
GA:IPSL aumenta a contribuição da componente elástica, tornando os géis obtidos 
relativamente mais elásticos. Contudo, o efeito da GA com maior massa molecular, GA 0, 
é oposto ao descrito: O aumento da concentração da GA leva ao aumento do expoente M 
diminuindo o carácter elástico e aumentando o carácter viscoso dos géis.  
A salientar ainda, o efeito da temperatura no carácter elástico dos géis. É evidente que em 
todos os sistemas, IPSL/GA e no IPSL, o decréscimo da temperatura desencadeia uma 
diminuição da constante M (Tabela 3.1 e 3.2). Uma vez que os valores de M são menores 
no fim do arrefecimento do que no fim do aquecimento, pode-se inferir que os géis tornam-
se mais elásticos durante o processo de arrefecimento, ressaltando mais uma vez o 
importante papel das ligações intermoleculares, nomeadamente das ligações de hidrogénio. 
 
3.3.3.2 Sistemas Mistos IPSL 14% e GA em Condições Isotérmicas: Maturação dos 
géis IPSL /GA a 80oC 
 
A maturação dos géis de IPSL foi efectuada a 80oC e comparada com a dos sistemas 
mistos IPSL/GA. A evolução do módulo de conservação dos sistemas foi estudada à 
frequência de 5 rad/s e encontra-se representada na Figura 3.14.  
Efeito da Massa Molecular de Galactomananas  
nas Propriedades Gelificantes das Proteínas do Soro do leite 
 
110 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.14- Perfil de maturação a 80oC dos géis de IPSL a 14% (símbolos vermelhos) e dos 
sistemas mistos (símbolos pretos), a 1% de deformação e a uma frequência angular de 5 rad/s. 
IPSL/GA 0 (), IPSL/GA 10 (), IPSL/GA 120 () e IPSL/GA 960 ().   
Figura A – IPSL/GA a 0.70%; Figura B – IPSL/GA a 0.50% e Figura C – IPSL/GA a 0.25%. 
 
Para todos os sistemas, o perfil de maturação foi qualitativamente idêntico ao descrito na 
literatura, para a maioria dos biopolímeros (Ikeda e Foegeding, 1999; Tavares e Lopes da 
Silva, 2003). Após uma fase inicial de elevada taxa de estruturação do gel, com rápido 
aumento do módulo de conservação (G’), segue-se uma zona de variação menos acentuada, 
correspondendo a uma reorganização da rede molecular, envolvendo uma variação ligeira, 
mas contínua, do número e/ou extensão das zonas de junção, atingindo-se uma zona de 
pseudo-equilíbrio. Assim, após formação do gel, a rede macromolecular é 
progressivamente reforçada por incorporação de uma maior quantidade de moléculas na 
fase gel, aumentando as propriedades elásticas do sistema.  
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O valor do módulo correspondente à zona de pseudo-equilíbrio (módulo de pseudo-
equilíbrio ou quasi-estacionário, G’e) é proporcional ao número de zonas de junção 
intermoleculares elasticamente activas. 
Pela análise dos perfis de maturação dos géis dos diferentes sistemas em estudo (Figura 
3.14), é visível o efeito da massa molecular e da concentração da GA: À medida que 
aumenta a massa molecular do polissacarídeo, assim como a sua concentração, observa-se 
um aumento no valor de G’, o que se traduz num aumento de rigidez dos géis obtidos. 
Tendo em consideração que ao fim de 3h de maturação a 80oC, os sistemas não atingem 
completamente o plateau de equilíbrio e que portanto, os valores de G’ monitorizados não 
correspondem a G’e, determinaram-se os valores dos parâmetros cinéticos, apresentados na 
Tabela 3.3, por aplicação das Equações 3.2 e 3.3 aos dados registados. 
 
                                          G’ = G’0 + G’1(1-e-k1t) + G’2(1-e-k2t)                             (3.2) 
 
                                                    G’e= (G’0 +G’1 + G’2)                                          (3.3) 
 
Os índices 1 e 2 dizem respeito às duas zonas de evolução do gel que ocorrem durante a 
maturação (zona 1- crescimento acentuado de G’; zona 2- tendência para G’ assumir um 
valor assimptótico). 
 
Analisando a Tabela 3.3 pode dizer-se que, de um modo geral, o valor de G’e é afectado 
pela massa molecular e pela concentração de galactomanana adicionada ao sistema. 
No início da maturação do gel, correspondente à zona de variação acentuada de G’ 
observa-se que quanto maior a massa molecular, maior o valor de G’1, o que sugere que a 
massa molecular do polissacarídeo é um factor que favorece a formação do gel, ocorrendo, 
com o aumento da massa molecular, uma gelificação mais rápida (note-se os valores de k1 
relativamente mais elevados com o aumento da massa molecular).  
Para todos os sistemas em estudo, constata-se que na região correspondente ao índice 2 a 
variação dos módulos viscoelásticos é menos acentuada (k2 < k1),  o que resulta da re-
organização da rede molecular, envolvendo variações ligeiras, mas contínuas, do número e 
extensão de zonas de junção. 
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Tabela 3.3- Valores de parâmetros cinéticos obtidos por aplicação das Equações 3.2 e 
3.3 aos resultados de maturação a 80oC dos géis mistos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
À excepção do sistema IPSL/GA 0, para todos os sistemas em estudo, a 2ªfase de 
maturação, correspondente a G’2, tem um contributo mais forte para o processo global de 
maturação do gel, uma vez que se observa G’2 > G’1. 
Contudo, esta tendência não é constatada para o sistema IPSL/GA 0: O aumento da 
concentração inverte a contribuição das duas componentes (G’1 e G’2) para o processo 
global de gelificação. Para a menor concentração estudada, verifica-se que a 2ª 
componente, G’2, tem uma maior influencia no desenvolvimento do gel do que a 1ª 
componente, G’1, uma vez que G’2 > G’1. Para 0.50% de GA, pode dizer-se que G’1 e G’2 
têm influencias muito semelhantes, mas a 0.70%, G’1 afecta e contribui mais fortemente 
para a gelificação do que G’2 (G’1 > G’2).  
Analisando os valores de G’e conclui-se que os sistemas contendo polissacarídeo com 
maior massa molecular (GA 0) atingem valores de G’e (módulo correspondente à zona de 
pseudo-equilíbrio) inferiores aos sistemas contendo polissacarídeos de massas moleculares 
intermédias, o que resulta na formação de géis com um menor número de junções 
elasticamente activas e, consequentemente, menos elásticos. Estes resultados corroboram 
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com os dados obtidos anteriormente, pelos quais se tinha verificado um comportamento 
distinto dos sistemas contendo GA 0. 
 
Como anteriormente já referido, o comportamento viscoelástico dos géis maturados é 
geralmente analisado recorrendo ao estudo do efeito da frequência de oscilação sobre os 
módulos viscoelásticos, G’  e G’ ’ , permitindo a observação da solicitação/resposta do 
sistema para diferentes escalas temporais. Na Figura 3.15 representam-se, os espectros 
mecânicos a 80oC dos sistemas mistos A, C e D (com GA 0, GA 120 e GA 960, 
respectivamente) para as duas concentrações de polissacarídeo extremas (0.70% (a) e 
0.25% (b)).  
O espectro mecânico dos sistemas contendo GA 120 e GA 960 são muito semelhantes ao 
do IPSL, excepto o facto das curvas G’ (ω) e G’ ’  (ω) serem desviadas para valores 
superiores. Novamente, o sistema IPSL/GA 0 a 0.70% de GA, apresenta um 
comportamento viscoelástico diferenciado, apresentando curvas com um perfil muito 
diferente dos restantes sistemas e, tal como esperado, os valores dos módulos 
viscoelásticos são superiores relativamente aos valores dos restantes sistemas mistos 
IPSL/GA.    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.15- Espectros mecânicos a 80oC de IPSL 14% (símbolos vermelhos) e sistemas mistos 
(símbolos pretos) IPSL/GA 0 (,), IPSL/GA 120 (,)) e GA 960 (, ). Espectro (a) 
referente a sistemas com 0.70% de GA e o espectro (b) referente a sistemas com 0.25%de GA. 
Símbolos fechados: G e´ símbolos abertos: G’ ’ . 
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De forma semelhante ao encontrado para os espectros mecânicos a 90oC, após 
aquecimento controlado dos sistemas (Fig. 3.12 A), observa-se a existência de um plateau 
a baixas frequências. 
Como seria de esperar, diminuindo a concentração de 0.70% de GA para 0.25%, 
constata-se uma diminuição dos módulos, pelo que os géis obtidos têm menor rigidez. 
 
Com o objectivo de determinar o grau de dependência de G’  com a frequência de 
oscilação, foi aplicada, aos valores registados no varrimento em frequência, a Equação 3.1, 
estando os valores do expoente M apresentados na Tabela 3.4. 
 
Tabela 3.4- Valores da constante M para os sistemas em estudo a 80oC 
 
 
 
 
 
 
                M(IPSL) = 0.092 ± 0.005 
 
Por observação dos resultados apresentados na tabela 3.4 constata-se que a adição da GA 
promove a diminuição da constante M para todas as concentrações analisadas, o que seria 
de esperar uma vez que se observa uma diminuição da tan δ (resultados não apresentados) 
com a adição do polissacarídeo ao sistema proteico. 
É evidente o efeito da massa molecular na dependência de G’  com a frequência: à 
medida que diminui a massa molecular, o expoente M diminui, sendo a variação do valor 
desta constante mais acentuada para concentrações mais elevadas de GA.  
Novamente se verifica o efeito diferenciado da adição de GA 0 a 0.70%: O valor da 
constante M, para este sistema, é superior ao correspondente valor para o IPSL, revelando 
o carácter viscoso mais acentuado do primeiro sistema.  
Assim, à excepção do sistema contendo GA 0 a 0.70%, pode-se inferir que a 80oC, a 
adição de GA promove o desenvolvimento de géis mais elásticos. 
 
0.25% 0.50% 0.70%
# 0.0749 ± 0.006 0.0725 ± 0.004 0,097 ± 0.012
$# 0.0672 ± 0.009 0.0525 ± 0.001 0.0492 ± 0.002
$%# 0.0717 ± 0.006 0.0499 ± 0.003 0.0410 ± 0.001
&'# 0.0739 ± 0.004 0.0446 ± 0.004 0.0398 ± 0.004
Sistema Expoente M  em função da concentração de GA a 80
oC
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3.3.3.3 Sistemas Mistos IPSL a 11% e GA em Condições Não Isotérmicas 
 
Para os sistemas contendo 11% de IPSL foi desenvolvido um trabalho experimental 
equivalente ao efectuado e descrito para os sistemas com 14% de IPSL. 
 
A análise das Figuras 3.6 a 3.9 permitiu inferir que à concentração de 11% de IPSL, o 
sistema proteico encontra-se na transição sol-gel. De um modo geral, a adição das fracções 
de GA com diferentes massas moleculares nas concentrações de 0.50% e 0.25% ao sistema 
de IPSL a 11%, não promoveu alterações significativas na gelificação dos sistemas 
(resultados não apresentados), na gama de temperaturas estudadas, pelo que de seguida 
apenas serão apresentados os resultados para a concentração de 0.70% de GA.  
A Figura 3.16 ilustra a variação dos módulos viscoelásticos, com a temperatura, do IPSL 
a 11% e dos sistemas mistos IPSL 11% /GA 0.70%. 
A adição de GA ao sistema proteico provocou um aumento generalizado dos valores dos 
módulos viscoelásticos face aos valores registados para o IPSL 11% sem GA.  
Para o sistema misto contendo a fracção de GA de menor massa molecular (Fig. 3.16 A), 
o módulo de conservação apresenta valores muito próximos do ruído do aparelho, não se 
observando gelificação durante a fase de aquecimento. No entanto, durante o arrefecimento 
o módulo de conservação é já ligeiramente superior ao módulo de perda. 
Na Figura 3.16 B (IPSL/GA 120) observa-se, por volta dos 82oC, que G’  tem já 
tendência para ultrapassar G’ ’ , tendência essa que se mantém durante o arrefecimento entre 
90oC e 20oC. Os valores dos módulos viscoelásticos são superiores aos registados para o 
sistema IPSL/GA 960. 
Os sistemas contendo as fracções de GA 0 e GA 10 exibem o comportamento típico 
observado no varrimento em temperatura de muitos biopolímeros: No início da rampa 
ascendente de temperatura o valor do módulo de conservação é muito pequeno, 
principalmente para o sistema contendo GA 10. 
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Figura 3.16- Variação dos módulos viscoelásticos, G’  (símbolos fechados) e G’ ’  (símbolos 
abertos) com o aumento da temperatura (1oC/min) para o IPSL a 11% (símbolos vermelhos) e 
sistemas mistos de IPSL a 11% e GA a 0.7% (símbolos pretos): A – IPSL/GA 960; B – IPSL/GA 
120; C – IPSL/GA 10 e D – IPSL/GA 0. 
 
A partir de uma determinada temperatura ambos os módulos aumentam, embora G’  
aumente mais rapidamente que G’ ’ . Os valores dos módulos viscoelásticos sistema 
IPSL/GA 0 são sempre superiores aos observados para o sistema IPSL/GA 10, na gama de 
temperaturas analisadas. 
Tal como para o sistema a 14% de IPSL, também a análise da Figura 3.16 D evidencia o 
efeito distinto da adição de GA de maior massa molecular (GA 0): Antes da temperatura de 
gelificação, os valores de módulo de perda são superiores aos valores de módulo de 
conservação, o que poderá resultar da inclusão de moléculas com propriedades não 
gelificantes. 
 
0.01
0.1
1
10
100
1000
0 20 40 60 80
Temperatura (oC)
G
'
; G
'
'
 
(P
a
)
B
0.01
0.1
1
10
100
1000
0 20 40 60 80
Temperatura (oC)
G
'
; G
'
'
 
(P
a
)
D
0.01
0.1
1
10
100
1000
0 20 40 60 80
Temperatura (oC)
G
'; 
G
''
 
(P
a
)
C
0.01
0.1
1
10
100
1000
0 20 40 60 80
Temperatura (oC)
G
'
; G
'
'
 
(P
a
)
A
Efeito da Massa Molecular de Galactomananas  
nas Propriedades Gelificantes das Proteínas do Soro do leite 
 
117
Assim, esta série de ensaios mostra o efeito significativo da presença e da massa 
molecular da GA na gelificação do IPSL, tendo-se constatado que a GA, nomeadamente, a 
sua massa molecular exerce influência no processo de gelificação e consequentemente nas 
propriedades do gel final obtido. Esta constatação pode ser de importância prática 
relevante, principalmente para situações em que se pretende controlar as propriedades 
viscoelásticas dos géis de IPSL, bem como em casos onde a concentração proteica seja 
inferior à concentração crítica de gelificação.  
Na Figura 3.17 são apresentados os espectros mecânicos a 90oC e a 20oC do IPSL a 11% e 
dos sistemas mistos contendo GA a 0.70%. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.17- Espectros mecânicos a 90oC (símbolos com linha) e a 20oC (Símbolos sem linha) dos 
IPSL 11% (símbolos vermelhos) e sistemas mistos (símbolos pretos) contendo 0.70% de GA: 
IPSL/GA 0 (,), IPSL/GA 10 (,), IPSL/GA 120 (, ) e IPSL/ GA 960 (, ). G’  - 
Símbolos fechados; G’ ’  - símbolos abertos 
 
0.1
1
10
100
1000
0.01 0.1 1 10 100
ω (rad/s)
G
'; 
G
'
' 
(P
a
)
0.1
1
10
100
1000
0.01 0.1 1 10 100
ω (rad/s)
G
'; 
G
''
 
(P
a
)
0.1
1
10
100
1000
0.01 0.1 1 10 100
ω (rad/s)
G
'; 
G
''
 
(P
a
)
0.1
1
10
100
1000
0.01 0.1 1 10 100
ω (rad/s)
G
'; 
G
''
 
(P
a
)
A B
C D
Efeito da Massa Molecular de Galactomananas  
nas Propriedades Gelificantes das Proteínas do Soro do leite 
 
118 
A 90oC, os módulos viscoelásticos apresentam maior dependência face à frequência de 
oscilação, significando que a ocorrência de rearranjos moleculares na escala de tempo 
analisada, é um factor importante e frequente.  
Tal como nos sistemas contendo 14% de IPSL, a diminuição da temperatura de 90o a 20oC 
(1oC/min), torna os géis mais rígidos, observando-se um aumento do valor dos módulos 
viscoelásticos, possivelmente resultante do estabelecimento de ligações intermoleculares 
entre as cadeias polipéptídicas. 
Para o IPSL a 11%, a 20oC, desenvolvem-se géis mais frágeis, uma vez que G’ ’ >G’ , em 
toda a gama de frequências nalisadas, e existe uma elevada dependência dos módulos 
viscoelásticos face à frequência. Além disso, os valores de tan δ são superiores a 1 (Figura 
3.18), o que revela o carácter viscoso deste sistema.  
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
Figura 3.18 - Variação da tangente ao ângulo de perda de IPSL a 11% (linha vermelha) 
e dos sistemas mistos IPSL/GA (símbolos pretos) a 90oC (A) e a 20oC (B). IPSL/GA 0 (), 
IPSL/GA 10 (), IPSL/GA 120 (), IPSL/GA 960 (). 
 
Por outro lado, na presença de GA, os módulos viscoelásticos de todos os sistemas mistos 
em estudo são deslocados para valores superiores e constata-se uma menor dependência 
face à frequência, constatando-se uma diminuição da tan δ o que indica a formação de géis 
mais fortes com carácter elástico a prevalecer (Figura 3.17 e 3.18). 
Comparando os géis de 11% e de 14% verifica-se, por análise dos espectros mecânicos 
(Fig. 3.12 e Fig. 3.17), que os géis contendo menor concentração de IPSL são mais fracos 
em toda a gama de massas moleculares, possuindo maior grau de imperfeição e menor 
proporção de segmentos moleculares a participarem directamente na formação rede 
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polimérica tridimensional e elasticamente activa, obtendo-se assim géis com zonas de 
junção mais lábeis do que para 14% de IPSL. 
 
3.3.3.4 Sistemas Mistos IPSL 11% e GA em Condições Isotérmicas 
 
As cinéticas de maturação, a 80oC, dos géis de IPSL 11% e GA 0.70%, ilustradas na Figura 
3.19, vieram confirmar alguns dos efeitos observados nos ensaios não isotérmicos. 
Nesta figura pode constatar-se que no sistema de IPSL a 11% e sem adição de GA, o 
módulo de conservação (Fig 3.19 A) e a tangente ao ângulo de perda (Fig. 3.19 B) têm 
uma distribuição irregular ao longo do tempo, embora se note uma ligeira tendência para o 
aumento de G’  com o decorrer da experiência. 
No que se refere aos sistemas mistos IPSL/GA observa-se que tanto o módulo de 
conservação como a tangente ao ângulo de perda apresentam uma variação, ao longo do 
tempo, bem definida com um aumento gradual do primeiro e um decréscimo gradual do 
segundo à medida que decorre a experiência. Os valores de G’  são variáveis com a massa 
molecular da GA: Quanto maior a massa molecular do polissacarídeo, maiores os valores 
de G’ . 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.19- Perfil de maturação a 80oC (A) e respectiva variação da tangente ao ângulo de 
perda (B) dos géis de IPSL a 11% (linha vermelha) e dos sistemas mistos (símbolos pretos), 
monitorizados a 2% de deformação e a uma frequência angular de 5 rad/s. IPSL/GA 0 (), 
IPSL/GA 10 (), GA 120 () e GA 960 (). 
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Os sistemas contendo as fracções GA 0 e GA 10 apresentam valores de tan δ menores 
que 1, logo nos primeiros segundos de experiência, significando que para estes sistemas 
mistos, numa cinética de 3 h, o carácter elástico da amostra prevalece. No entanto, os 
valores de tan δ obtidos para os sistemas mistos contendo as fracções de menor massa 
molecular, GA 120 e GA 960, são superiores ou praticamente iguais a 1 durante a maior 
parte do tempo de experiência, uma vez que G’ ’ >G’ , denotando o carácter 
predominantemente viscoso dos géis obtidos com as amostras de menor massa molecular. 
 
Foram também obtidos os espectros mecânicos para os vários sistemas IPSL/GA tendo-
se efectuado os varrimentos em frequência no final das cinéticas a 80oC (Figura 3.20). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.20- Espectro mecânico a 80oC de IPSL 11% (símbolos vermelhos) e sistemas mistos 
(símbolos pretos): IPSL/GA 0 (,), IPSL/GA 10 (,), IPSL/GA 120 (,) e IPSL/GA 960 
(,). G’ - símbolos fechados; G’ ’ - símbolos abertos. 
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O varrimento em frequência denota que os sistemas mistos originam géis frágeis, sendo o 
grau de fragilidade tanto maior quanto menor a massa molecular do polissacarídeo. 
Esta afirmação resulta da análise dos valores de G’  e G’ ’ , da separação entre as respectivas 
curvas e ainda da dependência dos módulos viscoelásticos face à frequência de oscilação. 
Para os sistemas mistos contendo GA 0 e GA 10 os módulos viscoelásticos apresentam 
menor dependência face à frequência e os seus valores são mais elevados (mais de uma 
década) do que os registados para o IPSL. 
Além disso, para estes sistemas mistos, o valor de tan δ (resultado não apresentado) é 
sempre inferior, em toda a gama de frequência analisada, o que mostra o carácter 
predominantemente elástico destes géis. No entanto, para os sistemas contendo GA 120 e 
GA 960, G’  e G’ ’  assumem valores menores do que os registados para os restantes 
sistemas mistos e relativamente próximos dos obtidos para o IPSL sem adição de GA, 
sendo os módulos mais dependentes da frequência do que os restantes sistemas mistos. 
Estas diferenças relacionam-se com o carácter elástico dos géis: Para os sistemas contendo 
GA de menor massa molecular, os valores de tan δ são superiores aos valores para os 
sistemas mistos contendo GA 0 e GA 10, mostrando o carácter mais elástico dos géis 
destes últimos sistemas.  
Estes resultados corroboram com os dados obtidos na cinética de maturação dos géis. 
 
3.3.4 Caracterização dos Géis de IPSL e dos Géis Mistos IPSL/GA por 
espectroscopia de RMN 
 
Devido a limitações de tempo realizaram-se apenas ensaios preliminares de espectroscopia 
de RMN. De forma a analisar, de um modo genérico, o efeito da massa molecular da GA 
no IPSL a 14% foram apenas seleccionadas duas amostras de polissacarídeo, GA 0 e GA 
120 para a concentração mais elevada de GA (0.70%). 
 
Previamente à determinação dos tempos de relaxação T1 e T2 foram adquiridos espectros 
de “ High-resolution (HR) and Magic Angle Spinning (MAS)”  de protão de forma a avaliar 
o efeito da massa molecular da goma de alfarroba no ambiente químico das PSL. Na 
Figura 3.21 são apresentados os espectros de HR-MAS de protão para o IPSL a 14% e para 
os sistemas mistos contendo GA 0 e GA 120 na concentração de 0.70%. 
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À temperatura ambiente, as amostras dos sistemas mistos IPSL/GA apresentam um 
espectro de HR-MAS de 1H com um perfil idêntico ao obtido para o sistema de IPSL sem 
adição de GA, tal como se pode observar pela análise da Figura 3.21. Todos os sistemas 
em estudo possuem sinais comuns derivados essencialmente da matriz proteica, o principal 
componente da mistura. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.21- Espectros HR-MAS de 1H- do IPSL a 14% (espectro azul) e dos 
sistemas mistos com 0.70% de GA: IPSL 14% + GA 0 (espectro vermelho) e IPSL 14% 
+ GA 120 (espectro preto). As setas indicam os picos para os quais se mediram tempos 
de relaxação. 
 
Os três espectros de HR-MAS de 1H são dominados pelo pico mais intenso situado 
sensivelmente a 4.7 ppm, atribuído à água. Devido a problemas experimentais relacionados 
com a saturação do pico da água, ocorre alguma distorção da linha de base, reflectindo-se, 
predominantemente entre 4 e 5 ppm. No entanto, é possível a interpretação das restantes 
regiões dos espectros. Os picos situados entre 0 e 3 ppm correspondem a grupos metilo 
(CH3, -CH2-) provenientes sobretudo da matriz proteica. Na região entre 3 e 4.5 ppm existe 
uma grande abundância de picos, sendo o pico a cerca de 3.8 ppm atribuído 
predominantemente à contribuição dos protões alfa da proteína. O pico situado a 7.4 ppm 
7 6 5 4 3 2 1 0 ppm
IPSL 14% +  0.7% GA 0 
IPSL 14% +  0.7% GA120 
IPSL 14%  
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deverá corresponder aos grupos NH- do esqueleto principal da proteína, podendo ter 
alguma contribuição de protões de carácter aromático das cadeias laterais dos aminoácidos. 
Saliente-se que devido à pequena quantidade de polissacarídeo adicionado, não se espera 
que a sua contribuição para os espectros de protão seja significativa. 
O efeito da adição de GA e mais especificamente da massa molecular do polissacarídeo 
pode ser melhor observado por análise da dinâmica de relaxação dos protões.  
Tal como o esperado, os valores de T1 e de T2 de protão para os sistemas em estudo são 
significativamente diferentes entre si, o que revela o carácter predominantemente sólido 
das amostras. Na Tabela 3.5 estão sumariados os valores de T1 para o sistema IPSL sem 
adição de GA e para os sistemas mistos.  
 
Tabela 3.5- Valores de T1 de protão (± incerteza do ajuste da curva teórica à curva experimental) 
para 14% de IPSL e para os sistemas mistos IPSL/GA 0 e IPSL/GA 120 com 0.7% de GA. 
 
Analisando os valores de T1 obtidos para o sistema de IPSL 14% constata-se a existência 
de difusão de spin entre os grupos correspondentes aos picos a 0.84, 1.09 e 3.80 ppm, 
provenientes de protões metílicos, metilénicos e alfa. 
O valor de T1 para o pico a 1.25 ppm é significativamente mais curto, o que reflecte 
possivelmente a sobreposição do pico, maioritariamente proveniente da proteína, com o 
grupo metilénico de lípidos residuais. O facto de apresentar um valor diferente indica que 
os lípidos se encontram em domínios bem separados da proteína. O valor mais curto de T1 
indica que a mobilidade das moléculas lipídicas, na ordem dos MHz, é mais elevada do 
que a das moléculas de proteína. 
O efeito da adição da GA ao IPSL faz-se sentir, de forma mais acentuada, no pico 
correspondente aos protões alfa da proteína (3.80 ppm). Saliente-se, no entanto, uma 
possível contribuição de picos correspondentes a polissacarídeo debaixo do pico a 3.80 
δ (ppm) Atribuição IPSL 14%
0.84 CH3- 1.293 ± 0.076
1.09 -CH2- 1.293 ± 0.076
1.25 -CH2- 0.463 ± 0.034
região alfa 
da proteína
1.033 ± 0.077
1.303 ± 0.095 1.112 ± 0.093
3.80
IPSL 14% + GA 0_0.70% IPSL 14% + GA 120_0.70%
T1 (ms)
1.124 ± 0.051 1.664 ± 0.089 2.517 ± 0.290
0.820 ± 0.053 0.837 ± 0.062
1.030 ± 0.069
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ppm. Contudo, esta contribuição não deverá ser significativa devido à pequena quantidade 
daquele componente. De facto, a adição de GA parece provocar um aumento nos valores 
de T1 de todos os picos, com excepção do pico a 0.85 ppm. Isto sugere menor mobilidade 
do sistema provocada pela presença do polissacarídeo. Além disso, constata-se que os 
sistemas mistos contendo a fracção de menor massa molecular (GA 120) apresentam 
valores de T1 (para 3.80 ppm) significativamente mais elevados, o que se traduz em menor 
mobilidade, na gama de frequências de centenas de MHz.  
Os valores de T2 para os sistemas em estudo são apresentados na Tabela 3.6. Os resultados 
não revelam diferenças significativas nos valores de T2 dos diferentes picos, nem 
diferenças significativas entre amostras. Este parâmetro reflecte a mobilidade média geral, 
tendo em conta uma gama mais alargada de frequências: Desde a ordem de centenas de 
MHz a kHz. A ausência de diferenças significativas indica que, em média, não existem 
alterações significativas de mobilidade molecular da matriz proteica. Como visto 
anteriormente, o parâmetro de T1 consegue, no entanto, identificar um ligeiro efeito da 
presença e da massa molecular da GA na mobilidade da cadeia central da proteína. 
 
Tabela 3.6- Valores de T2 de protão (± incerteza do ajuste da curva teórica à curva experimental) 
para 14% de IPSL e para os sistemas mistos IPSL/GA 0 e IPSL/GA 120 com 0.7% de GA. 
 
Os valores de T1 de protão corroboram com os resultados reológicos anteriormente 
discutidos, uma vez que, os sistemas mistos IPSL/GA 0 demonstram um carácter 
predominantemente viscoso, com maior possibilidade de mobilidade. 
 
 
 
δ (ppm) Atribuição IPSL 14%
0.84 CH3- 0.0102 ± 0.0012
1.09 -CH2- 0.0096 ± 0.0006
1.25 -CH2- 0.0098 ± 0.0012
região alfa 
da proteína
T2 (ms)
IPSL 14% + GA 0_0.70% IPSL 14% + GA 120_0.70%
0.0110 ± 0.0004 0.0107 ± 0.0003
0.0108 ± 0.0006 0.0104 ± 0.0005
0.0113 ± 0.0013 0.0101 ± 0.0008
3.80 0.0110 ± 0.0018 0.0110 ± 0.0018 0.0098 ± 0.0005
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3.3.5 Microestrutura de Géis de IPSL e Géis Mistos IPSL/GA 
 
De forma a relacionar as propriedades reológicas dos géis de IPSL e dos géis mistos com 
as respectivas microestruturas realizaram-se ensaios de microscopia confocal de 
varrimento laser.  
Corando as PSL com Rodamina B consegue-se observar a localização da matriz proteica 
na mistura, uma vez que a GA não é fluorescente. Desta forma, as zonas coloridas 
correspondem às moléculas proteicas, devido à fluorescência da Rodamina B, enquanto as 
zonas escuras correspondem a áreas desprovidas de proteína, contendo sobretudo 
polissacarídeo. 
Na Figura 3.22 são apresentadas as fotografias de CLSM dos géis do IPSL a 11% e a 14% 
(A) e dos respectivos géis mistos IPSL/GA (B) para as duas concentrações extremas de GA 
utilizadas (0.25% e 0.70%). 
Como é possível observar na Figura 3.22 (A), não existem diferenças significativas na 
microestrutura dos géis obtidos a 11% de IPSL e a 14%. Em ambos os casos, os géis 
contêm uma única fase, de estrutura homogénea e densa, estando a fluorescência 
distribuída regularmente. Verifica-se ainda que a fotografia do gel com maior quantidade 
de IPSL apresenta uma fluorescência mais intensa do que a correspondente para 11% de 
IPSL, o que provavelmente advém da maior quantidade de moléculas proteicas 
incorporadas nos géis a 14%. 
A Figura 3.22 (B) mostra a forma como a massa molecular e a concentração da GA 
influenciam a microestrutura dos géis de IPSL. Com a excepção dos sistemas contendo GA 
960 (fracção de menor massa molecular), todos os sistemas mostram nitidamente a 
ocorrência de separação de fases, uma contendo predominantemente PSL e a outra, 
polissacarídeo. 
Em consequência da menor massa molecular da fracção de GA 960, não existirão 
processos de exclusão de volume significativos, e o reduzido tamanho da cadeia do 
polissacarídeo permite que este preencha espaços vazios existentes no interior da rede 
tridimensional proteica, sem afectar grandemente o sistema global. 
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Assim, para sistemas mistos contendo GA 960, em concentração igual ou inferior a 0.70%, 
não se verifica a ocorrência de processos segregativos nem separação de fases entre 
proteína e polissacarídeo. 
 
Figura 3.22- Fotografias de CLSM da microestrutura dos géis de IPSL e IPSL/GA. (A) Géis de 
IPSL a 11% e 14%; (B) Géis mistos de IPSL/GA com diferentes concentrações de GA para 11% e 
14% de IPSL. 
0.25% 0.70%
Concentração de GA
GA 0
GA 10
GA 120
GA 960
Concentração de IPSL
11% 11%14% 14%
50 µm 
A 
B 
50 µm
IPSL 11% IPSL 14%
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Para sistemas contendo amostras de GA de maior massa molecular, a 0.25%, verifica-se a 
formação de pequenos agregados, ricos em polissacarídeos, dispersos na fase contínua, 
essencialmente constituída por proteína. Estes agregados (fase dispersa) são tanto maiores 
em número e dimensão, quanto maior a massa molecular da GA e mais densa a rede 
proteica. Para os sistemas com maior proporção em GA, nota-se claramente o intensificar 
da incompatibilidade entre os biopolímeros à medida que aumenta a massa molecular da 
goma, resultando na separação de fases e num progressivo aumento da extensão da fase 
rica em polissacarídeo. Esta observação corrobora com resultados da literatura (Olsson et 
al., 2002).  
Um outro aspecto a salientar consiste na microestrutura peculiar dos géis contendo GA 0. 
A análise da microestrutura dos géis mistos IPSL/GA 0 mostra um gel com estrutura 
grosseira, na qual, provavelmente, os agregados esféricos combinaram-se e deram origem a 
uma nova fase contínua, rica em polissacarídeo. 
Os resultados de CLSM para estes sistemas relacionam-se com os resultados reológicos. A 
estrutura grosseira dos sistemas contendo a GA de maior massa molecular resulta, em 
grande parte, da ocorrência de um processo de gelificação rápido, o que vai de encontro 
aos dados obtidos para as cinéticas de gelificação dos sistemas mistos (Tabela 3.3). 
De acordo com o comportamento reológico e respectiva microestrutura, conclui-se que o 
sistema IPSL/GA 0 a 0.70%, nas duas concentrações proteicas (11% e 14%) distingue-se 
dos restantes sistemas.  
Assim, de um modo geral, verifica-se que o comportamento viscoelástico dos sistemas em 
análise relaciona-se com a microestrutura dos respectivos géis.  
 
3.4- Considerações Finais 
 
O trabalho aqui apresentado mostra que a adição da GA, um polissacarídeo neutro não 
gelificante, a soluções de IPSL, modifica o mecanismo de gelificação induzido 
termicamente das PSL, bem como as propriedades viscoelásticas dos géis, reflectindo-se 
consequentemente na microestrutura dos géis finais. A extensão destas alterações depende 
da massa molecular da GA e da razão IPSL/GA. 
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A presença da GA apresenta um efeito positivo na formação de géis de IPSL, a pH neutro, 
podendo ser, provavelmente explicado pela ocorrência de interacções segregativas entre os 
dois biopolímeros.  
Os resultados obtidos por microscopia confocal de varrimento laser sugerem a existência 
de separação de fases entre a GA e o IPSL, excepto para os sistemas contendo a fracção de 
GA de menor massa molecular (GA 960). Regra geral, a matriz proteica forma uma fase 
contínua que acomoda as cadeias de polissacarídeo, as quais preenchem os espaços vazios 
da rede proteica. A pH 7, os géis de IPSL apresentam uma microestrutura particulada, 
resultante da associação de moléculas de pequeno diâmetro, e possuem espaços capilares 
vazios de dimensão reduzida (Tavares e Lopes da Silva, 2003). Consequentemente, o 
aprisionamento de cadeias de GA, com propriedades distintas, nomeadamente, quanto ao 
seu tamanho no interior da matriz proteica, desencadeia diferentes efeitos a nível das 
propriedades viscoelásticas dos géis finais. 
A consequência da segregação dos biopolímeros e da concentração local de cada 
componente, para o comportamento reológico dos géis, consiste essencialmente, na 
obtenção de géis mais rígidos, e na diminuição da concentração crítica de gelificação. 
Contudo, a extensão destes efeitos é dependente da massa molecular e da concentração da 
GA aplicada nos sistemas mistos. Para a GA com massa molecular e em concentração mais 
elevada verifica-se que o gel final obtido possui carácter viscoso mais acentuado e extensa 
separação de fases, com formação de uma fase contínua rica em polissacarídeo. 
Provavelmente, para elevadas concentrações de GA de elevada massa molecular, o efeito 
será prejudicial à formação de um gel com elevada elasticidade e grau de perfeição da rede 
tridimensional, podendo mesmo prever-se que a gelificação seria inibida caso se 
conseguisse atingir valores mais elevados de polissacarídeo. 
 
Do ponto de vista prático, estes resultados mostram que uma gama variada de propriedades 
(reológicas e microestruturais) pode ser obtida alterando a massa molecular do 
polissacarídeo inserido num sistema misto IPSL/GA, possibilitando obter diferentes 
texturas e microestruturas com potencial aplicação em diferentes áreas. 
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